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ABSTRACT 
 
Foot and mouth disease virus (FMDV) is the causative agent of one of the 
economically most important animal diseases worldwide. We have used mutational 
analysis and other approaches to study different aspects of the assembly, stability and 
disassembly of the virion and capsid of FMDV, and their implications for the design of 
improved or novel anti-FMD vaccines, and the screening of antiviral agents.  
In the first part of this study, we have confirmed that two engineered FMD virions 
(D3069E/T2188A and A2065H) have a substantially increased stability against thermal 
dissociation, relative to the parent virion. In addition, have shown that these variants 
preserve the virion production rate and are antigenically indistinguishable from the parent 
virion, both before and after chemical inactivation. These and other observations suggest 
that these engineered FMDVs constitute good candidates for the development of 
thermostable vaccines against FMD.  
In the second part, we have investigated the mechanism by which mutation A2065H 
exerts its thermostabilizing effect. As a result, we have detected the presence in the FMD 
virion of coulombic repulsions between pentamers, even at neutral pH, which contribute to 
explain the low thermostability of this virus and its empty capsid. The carboxylates of 
D2068, E2086, D3134 y D3195 are involved in this electrostatic repulsion. Most likely, 
mutation A2065H stabilizes the virion because the positive charge introduced may partly 
neutralize some of the negative charges involved in the interpentameric repulsion. The 
discovery of this repulsion allowed us to undertake a rational protein engineering approach 
to obtain four additional FMDV variants of increased thermostability (D2068N, E2086Q, 
D3134N y D3195N). These variants also constitute candidates for development of 
thermostable vaccines against FMD.  
In the third part, we have set up a procedure to obtain reasonably purified non-
mutant and mutant recombinant empty capsids of FMDV, and a method to analyze their 
thermostability. Using this system, we found that the A2065H y D3069E/T2188A 
mutations that thermostabilize the FMD virion also stabilize the empty capsid to a similar 
extent. These results are relevant for the development of novel FMD vaccines based on 
recombinant empty capsids.  
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In the fourth part, we have carried out preliminary experiments that indicate that the 
lethal H3141A mutation at the interpentameric interfaces in the FMDV capsid interferes 
with capsid assembly. In turn, the secondary, compensatory mutation N2019H, that was 
fixed in FMDV populations in response to the introduction of the H3141A mutation, is 
able to restore normal capsid assembly. Engineered empty capsids H3141A and, especially 
N2019H y H3141A/N2019H, are substantially more stable than the parental empty capsid, 
and constitute additional candidates for the development of thermostable FMD vaccines.  
In the fifth part, we have performed a thorough molecular dissection by alanine 
scanning of the interfaces between the protomers that form the pentameric intermediates 
during FMDV assembly. We found that, individually, most interactions between residues 
at the interprotomeric interfaces are dispensable for capsid assembly and virus infectivity. 
In the sixth part, we have experimentally verified the theoretical prediction that the 
inhibitory activity of a small molecule (a synthetic peptide) on a macromolecular 
recognition process, the interaction between the FMDV virion and its cellular receptor, 
may be significantly reduced in a macromolecularly crowded environment. This 
observation has implications for a better understanding of molecular recognition of virus 
particles in physiological environments and the design of antiviral agents. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. Análisis estructura-función de partículas víricas 
 
Durante las últimas décadas los virólogos moleculares y estructurales han obtenido 
un conocimiento detallado, aunque todavía incompleto, de la estructura, dinámica, 
propiedades y funciones de las partículas víricas (Chiu et al., 1997; Agbandje-McKenna y 
McKenna, 2011). Las estructuras de muchos viriones y cápsidas víricas se han 
determinado mediante criomicroscopía electrónica y, a resolución atómica o casi atómica, 
mediante cristalografía de rayos X (ver, por ejemplo, Rossmann y Johnson, 1989; 
Natarajan et al., 2005; Rossmann et al., 2005; Johnson, 2008; Zhou, 2008; Govindasamy et 
al., 2011; Domsic y McKenna., 2011). Muchos de los datos estructurales obtenidos, 
además de ser depositados en el Protein Data Bank (PDB), han sido catalogados de forma 
particularmente detallada en la base de datos para virus icosaédricos, VIPER (Reddy et al., 
2001; Natarajan et al., 2005, Carrillo-Tripp et al., 2009).  
La gran cantidad de información estructural detallada que se ha ido obteniendo para 
un buen número de partículas víricas ha permitido o facilitado el análisis mediante 
mutagénesis dirigida de la relación entre su estructura y función (Chiu et al., 1997; 
Agbandje-McKenna y McKenna, 2011; para algunos artículos muy recientes ver, por 
ejemplo, Mueller et al., 2009; Sanjuán 2010;  Wickramasekera y Traktman, 2010; Neu et 
al., 2010; Cortines et al., 2011; Rychlowska et al., 2011; Samai y Shuman, 2011; Vleck et 
al., 2011; Xie et al., 2011; McCaffrey et al., 2012). Además, de contribuir al conocimiento 
de las bases estructurales del funcionamiento de los virus, la modificación de viriones o 
cápsidas mediante ingeniería de proteínas puede ayudar al desarrollo de partículas víricas 
adecuadas para diferentes aplicaciones biomédicas o industriales (para algunas revisiones, 
ver Douglas y Young, 2006; Saini et al., 2006; Singh et al., 2006; Fischlechner y Donath, 
2007; Steinmetz et al 2009;  Mateu, 2011). 
En esta tesis doctoral nos hemos centrado en el estudio mediante análisis mutacional 
de aspectos relacionados con el ensamblaje, estabilidad o desensamblaje de partículas 
víricas, y en algunas posibles implicaciones o aplicaciones para el diseño de nuevas 
vacunas y antivirales. El virus modelo utilizado ha sido el virus de la fiebre aftosa (VFA), 
Introducción 
 10 
tanto por el conocimiento disponible sobre el mismo como por la importancia económica a 
nivel mundial de la enfermedad que causa en animales de interés ganadero. 
 
1.1.1. Análisis mutacional de los determinantes moleculares del ensamblaje, 
estabilidad y desensamblaje de partículas víricas 
 
Los virus son ensamblados macromoleculares metaestables, donde su estructura está 
diseñada para contener y proteger el genoma viral, y posteriormente liberarlo a una célula 
huésped específica para que ocurra su replicación (Prasad y Schmid, 2012). En muchos 
virus la cápsida necesita mantener una suficiente estabilidad extracelular y, al mismo 
tiempo, debe ser lo suficientemente inestable, o metaestable, como para permitir la 
desencapsidación del genoma (Chiu et al, 1997; Zlotnik y Bentley, 2011; Bothner y 
Hilmer, 2011). Por tanto, la estabilidad de las cápsidas víricas y sus transiciones entre  
estructuras estables e inestables son cuestiones claves en el ciclo viral. El número de 
estudios estructura-función mediante mutagénesis dirigida que exploran aspectos 
relacionados con el ensamblaje, estabilidad conformacional y desensamblaje de partículas 
víricas es aún relativamente escaso. Las dificultades para este tipo de estudios incluyen el 
enorme tamaño de estos complejos macromoleculares, el gran número de interacciones y 
residuos potencialmente implicados en esos procesos, el carácter generalmente irreversible 
de las reacciones de ensamblaje y desensamblaje (que impide el análisis termodinámico), y 
la complejidad de estas reacciones.  
A pesar de estas limitaciones, existe un apreciable número de estudios estructura-
función de partículas víricas que abordan partes de estos aspectos utilizando diferentes 
virus modelo (para algunas referencias recientes de otros grupos ver, por ejemplo, Ganser-
Pornillos et al., 2004; Leung et al., 2008; Ma et al., 2008a; Wu et al., 2008; Caciagli et al., 
2009; Dierkes et al., 2009; Kawano et al., 2009; Lepère-Douard et al., 2009; Yu et al., 
2009; Mueller et al., 2009; Sanjuán 2010; Bolstad et al., 2011; Datta et al., 2011; 
Pokrovskii et al., 2011; Someya y Fakeda, 2011; Jones et al., 2011; Doyle et al., 2012; 
Snyder et al., 2012; Lemay y Bisaillon et al., 2012; Yang et al., 2012). En nuestro 
laboratorio, desde hace varios años se vienen desarrollando estudios de estructura-función 
sobre los determinantes moleculares del ensamblaje, estabilidad y dinamismo 
conformacional de partículas víricas utilizando tres virus modelo, VFA, el virus diminuto 
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del ratón (MVM) y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) (Mateu 2002; Mateo 
et al, 2003, 2007, 2008; Mateo y Mateu, 2007; del Álamo et al, 2003, 2005a, 2005b; 
Reguera et al, 2004, 2005; Carreira et al., 2004, 2006; Carrasco et al, 2006, 2008; Luna et 
al, 2009; Pérez et al., 2011; Bocanegra et al, 2011; Castellanos et al, 2012). 
Los análisis mutacionales llevados a cabo en estos estudios han permitido obtener 
diversos resultados importantes para entender las relaciones entre estructura y función en 
cápsidas víricas, a nivel de residuos aminoacídicos individuales. Entre otros avances 
generales, podemos citar: i) identificación de las proteínas, dominios proteicos y residuos 
individuales en partículas víricas que son indispensables para el desarrollo del ciclo viral 
completo; ii) determinación de los dominios, regiones y residuos de la cápsida y del ácido 
nucleico vírico que participan en etapas específicas del ciclo vírico o confieren 
determinadas propiedades biológicamente relevantes y, en algunos casos, averiguar los 
mecanismos moleculares subyacentes; iii) determinación de la contribución de diferentes 
residuos al ensamblaje, mantenimiento de la estabilidad de la cápsida o proceso de 
desensamblaje; iv) identificación de cambios conformacionales biológicamente relevantes 
en partículas víricas, y sus bases estructurales; v) identificación de mutaciones 
compensatorias en cápsidas víricas que restauran los efectos desfavorables de otras 
mutaciones; vi) modificación de propiedades y funciones de viriones y cápsidas con fines 
biotecnológicos. 
En lo referente a algunos aspectos que venimos estudiando en nuestro grupo, los 
determinantes de ensamblaje, estabilidad o desensamblaje de partículas víricas, la mayoría 
de los análisis mutacionales se ha centrado en el papel de un número muy limitado de 
residuos de la cápsida de algunos virus modelo. A continuación se mencionan unos pocos 
ejemplos concretos, dejando para un apartado posterior algunos resultados que nuestro 
grupo obtuvo para VFA. Estudios de estructura-función en la cápsida del bacteriófago 
MS2, mostraron que tres mutaciones (T59S, Y129C y C46W) confirieron un aumento de la 
estabilidad térmica, la cual podría deberse al establecimiento o a la eliminación de 
interacciones entre subunidades (Stonehouse y Stockley, 1993). Tanto en rinovirus como 
en poliovirus se han identificado mutaciones en la cápsida que modifican su estabilidad. 
Algunas de éstas parecen actuar favoreciendo o dificultando cambios conformacionales 
que ocurren durante la desencapsidación y que dependen de la presencia de un bolsillo 
hidrofóbico presente en la cápsida de estos virus (Filman et al., 1989; Reynolds et al., 
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1992; Wang et al., 1998). En el virus del mosaico del tabaco (TMV) se mutagenizaron tres 
residuos (de treonina a triptófano) implicados en varias interacciones intersubunidad en la 
cápsida. Sorprendentemente, una de estas mutaciones fue capaz de conferir cierto aumento 
en la estabilidad, quizá debido al establecimiento de nuevas interacciones hidrofóbicas con 
aminoácidos de subunidades adyacentes. No obstante, esta mutación impidió la formación 
de viriones infecciosos (Bendahmane et al., 1997). La sustitución de un residuo del 
extremo N-terminal de la proteína VP1 en la cápsida del cocksackievirus A9 condujo a la 
formación de un mutante de estabilidad incrementada, que estaba negativamente afectado 
en su desencapsidación y en su capacidad infectiva (Airaksinen et al., 2001). Un número 
de estudios en diferentes virus han mostrado que las interacciones electrostáticas que 
involucran residuos cargados pueden tener un papel importante en el ensamblaje de la 
cápsida, estabilidad o desensamblaje (por ejemplo, Culver et al., 1995; Reguera et al., 
2004; Douglas et al., 2004; del Álamo y Mateu, 2005; Mateu, 2009).  
 
1.1.2. Estabilización de partículas víricas mediante ingeniería de proteínas con 
fines biotecnológicos 
 
Los virus naturales y sus cápsidas no tienen todas las propiedades y funcionalidades 
requeridas, o no han sido optimizadas, para muchas de sus posibles aplicaciones 
biotecnológicas. Por ello, existe un gran interés en desarrollar estrategias para realizar 
exitosamente diferentes modificaciones de partículas víricas con fines aplicados (Mateu 
2011).  
Una de las modificaciones de partículas víricas que presenta un  interés aplicado más 
general es la mejora de su estabilidad conformacional y resistencia a la disociación por 
acción de agentes físicos o químicos. Para algunas aplicaciones, puede ser necesario 
mantener la metaestabilidad conformacional y/o inestabilidad conformacional de la 
partícula vírica natural. Los viriones para aplicaciones de terapia génica y las cápsidas 
vacías o VLPs (partículas semejantes a cápsidas, o Virus-Like Particles) para la liberación 
dirigida de fármacos pueden necesitar cierto grado de inestabilidad/mestaestabilidad para 
permitir su desensamblaje y la liberación de su carga en células diana. No obstante, incluso 
en estos casos puede ser deseable incrementar la estabilidad de la partícula vírica (Powell 
et al 2000). Para muchas otras posibles aplicaciones de partículas víricas (por ejemplo, 
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vacunas, técnicas de contraste de imagen y diagnóstico, nanomateriales estructurados, 
etc.), las partículas víricas no sólo no necesitarían ser conformacionalmente dinámicas, 
sino que puede ser conveniente, o incluso imprescindible, que presenten una gran 
estabilidad conformacional y resistencia al desensamblaje. De hecho, es frecuente que las 
partículas víricas se tengan que encontrar con condiciones químicas o físicas adversas 
durante su purificación, el proceso de fabricación del producto final basado en ellas, su 
almacenamiento, o su utilización real. Elevadas temperaturas, condiciones ácidas o 
deshidratantes, una alta presión hidrostática, la fuerza centrífuga, los solventes orgánicos o 
los reactivos químicos usados en la funcionalización de partículas víricas, pueden provocar 
su disociación o generar cambios conformacionales indeseados. Los re-arreglos 
conformacionales, con o sin desintegración de la partícula, podrían provocar la pérdida de 
la función por diversas razones, incluyendo la liberación prematura de la carga, la 
distorsión de las moléculas activas en la superficie de la cápsida, o cambios en la posición 
relativa de los componentes funcionales. En todos estos casos, puede ser deseable, o 
imprescindible, conseguir la mayor estabilidad física que sea posible (Mateu et al, 2011). 
Se han investigado algunas aproximaciones y metodologías para el mejoramiento 
intrínseco de la estabilidad física de las partículas víricas, basadas en la modificación por 
procedimientos químicos, evolución dirigida, o ingeniería de proteínas racional. Algunos 
ejemplos de estabilización en diferentes partículas víricas en  diferentes virus modelo se 
revisan brevemente a continuación. 
La estabilización de partículas víricas mediante procedimientos químicos se ha 
probado en algunos casos. Esta aproximación puede ser compleja, costosa y no 
enteramente reproducible. Por ejemplo, se ha demostrado que el tratamiento con 
formaldehído o glutaraldehído pueden estabilizar la cápsida del virus del mosaico del 
pepino cepa Q (Francki y Habili, 1972) o el virus del mosaico de la alfalfa (Hajimorad y 
Francki, 1991), respectivamente. A su vez, estudios de Johnson et al (2007), mostraron que 
cuando el bacteriófago MS2 fue solubilizado en solventes orgánicos presentó un 
incremento a la resistencia contra la inactivación térmica a 90ºC. Otros estudios han 
apuntado hacia la estabilización de diferentes picornavirus por sales o cationes (Dorval et 
al., 1989), lisina y otras diaminas (Dorval et al., 1990) o ácidos grasos de cadena corta 
(Ismail-Cassim et al., 1990), entre otros compuestos. Además, la combinación de  
modificaciones químicas y genéticas podría considerarse una alternativa prometedora 
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(Boeckle y Wagner, 2006) 
Muy pocos estudios han utilizado técnicas combinatoriales de evolución dirigida 
para la selección de variantes víricos que posean una mayor estabilidad física. En uno de 
estos estudios, con el objetivo de aislar virus que fueran más resistentes a los procesos de 
fabricación, se encontró que seis de las cepas del virus de la leucemia murina (MLV) 
obtenidas por la técnica de ADN shuffling (transposición de secuencias de ADN), fueron 
significativamente más estables que el virus parental frente a la inactivación térmica por 
ultracentrifugación (Powell et al., 2000). En otro estudio, con este mismo virus con el fin 
de obtener una variante estable, el genoma fue aleatoriamente mutado y los viriones 
producidos que presentaran suficiente termoestabilidad fueron seleccionados mediante 
incubación prolongada a 37ºC, que inactivó los variantes menos estables.  Se identificó de 
este modo una mutación sencilla en la proteasa viral, como la responsable de aumentar la 
estabilidad de la cápsida (Vu et al., 2008). 
En algunas ocasiones se ha utilizado la ingeniería de proteínas racional para 
modificar la estabilidad de partículas víricas mediante la introducción de interacciones 
adicionales entre subunidades, por ejemplo puentes disulfuro. Se ha descrito que los 
puentes disulfuro naturales están involucrados en la estabilización de las cápsidas de varios 
virus en entornos extracelulares no reductores (Zhou y Standring, 1992; Li et al., 1998; 
Ashcroft et al., 2005, Caldeira y Peabody, 2007). Para el virus del moteado clorótico del 
caupí (CCMV), se encontró que un mutante natural adquirió una mutación a Cys (R26C en 
la proteína de la cubierta) que permitió la formación de un enlace de puente disulfuro, que 
provocó el aumento de la resistencia a la disociación. Para el virus de la hepatitis B, se ha 
descrito la participación en la estabilidad de la cápsida de cuatro residuos de cisteína (48, 
61, 107, and 185) muy conservados en la superficie de la cápsida, que forman puentes 
disulfuro intermoleculares una vez ensamblada ésta (Zhou y Standring, 1992). En el 
bacteriófago Q" la presencia un puente disulfuro se ha correlacionado con un aumento de 
la termoestabilidad (Golmohammadi et al., 1996). Apoyándose en estos resultados, se ha 
utilizado una aproximación basada en homología para introducir en la cápsida del 
bacteriófago MS2 dos cisteínas (Cys 74 y Cys 80) equivalentes a las cisteínas en Q". Bajo 
condiciones no-reductoras, esta cápsida variante presentó un incremento en la 
termoestabilidad con respecto a la cápsida no mutada (Ashcroft et al., 2005).  
Como se ha mencionado en el numeral 1.1.2, las interacciones electrostáticas entre 
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residuos cargados pertenecientes a diferentes subunidades pueden tener un papel 
importante en el ensamblaje, estabilidad o desensamblaje de la cápsida de algunos virus. 
Así, la ingeniería racional de interacciones electrostáticas entre la subunidades podría 
proveer una aproximación general para la estabilización térmica de las partículas virales. 
Comparada con la introducción de los enlaces disulfuro, la introducción de interacciones 
electrostáticas podría tener la ventaja de ser mucho menos exigente esteroquímicamente. 
En nuestro laboratorio iniciamos hace tiempo un estudio con el objetivo final de obtener 
variantes termoestables de VFA mediante ambas aproximaciones (numeral 1.5), estudio 
que hemos continuado como una parte del presente trabajo. 
 
1.2. La fiebre aftosa 
 
La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad muy contagiosa que afecta a animales de 
pezuña hendida (artiodáctilos), fundamentalmente a ganado bovino y porcino (Pereira, 
1981; Brooksby, 1982; Ferguson et al., 2001; Sobrino y Domingo, 2001, 2004; Sobrino et 
al., 2001). La FA fue descrita en el norte de Italia en el siglo XVI por Hieronymus 
Fracastorius (Fracastorius, 1546; Wright, 1930). Es la enfermedad animal que ocasiona las 
pérdidas económicas más importantes a escala mundial, debido a descensos de la 
producción ganadera, a las restricciones en el movimiento de ganado y de sus productos 
derivados, al cierre de mercados, a los gastos de vacunación, al sacrificio de animales 
infectados y de aquellos que han estado en contacto con ellos y a otras repercusiones 
económico-sociales de los brotes de la FA. Como ejemplo, el brote de FA en el Reino 
Unido en 2001 supuso pérdidas de aproximadamente seis mil millones de libras esterlinas 
(Thompson et al., 2002), y el sacrificio masivo de animales en diferentes lugares de 
Europa (Pluimers et al., 2002; Scudamore et al., 2002).  
Existen múltiples vías de transmisión del virus, incluidas el contacto directo, 
transporte mecánico, aerosoles, ingestión, etc. El virus penetra en el organismo a través de 
los epitelios, causando una infección aguda caracterizada por fiebre y aftas, principalmente 
en lengua, boca y pezuñas. En animales adultos afectados de la enfermedad vesicular 
típica, la mortalidad no suele superar el 5% (Timoney et al., 1988) mientras que en 
animales jóvenes afectados de miocarditis asociada al VFA, la tasa de mortalidad se 
aproxima al 50%. Tras la fase aguda de la enfermedad se puede establecer una infección 
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persistente en rumiantes en la que el virus persiste de forma asintomática en el esófago y 
garganta por periodos prolongados de tiempo. Estos animales portadores asintomáticos 
constituyen una reserva natural de virus muy extendida en todo el mundo y se sospecha 
que pueden originar nuevos brotes de la enfermedad aguda en animales sanos, dificultando 
aún más el control de la enfermedad (Burrows et al., 1966; Gebauer et al, 1988; Salt, 1993, 
2004).  
La FA es una enfermedad enzoótica en muchas regiones de África, Asia, América 
del Sur y Europa del Este (Rweyemamu et al, 2008; Grubman y Baxt, 2004). Más de 100 
países aún no son reconocidos oficialmente libres de la FA por la Organización mundial de 
sanidad animal (OIE), mientras que sesenta y cinco países han logrado obtener 
oficialmente el estatus de “país libre de FA sin vacunación” votado por la Asamblea 
Mundial de Delegados de la OIE. En los últimos años se han registrado casos de brotes de 
FA en países que se consideraban libres de la enfermedad como Taiwan (Dunn y 
Donaldson, 1997), Japón (Boletín OIE nº 13, vol. 13, año 2000), Grecia (Boletín OIE nº 
13, vol. 26, año 2000), Reino Unido (Ferguson et al., 2001; Giles, 2001; Thompson et al., 
2002); Holanda (Knowles et al, 2005), además de re-emergencias en varios países de 
América del sur (Correa Melo et al., 2002), por ejemplo, los recientes brotes de FA en 
Uruguay y Paraguay en 2011 y 2012 (consultar: http://new.paho.org/panaftosa/). 
 
1.3. El virus de la fiebre aftosa 
 
1.3.1. Organización del genoma y proteínas de VFA 
 
El VFA pertenece al género aftovirus de la familia Picornaviridae, y como tal posee 
un genoma ARN de cadena sencilla y de polaridad positiva, y carece de envuelta (Figura 
1) (Belsham, 1993; Racaniello, 2001; Sobrino et al., 2001; Sobrino y Domingo, 2004).  
El VFA fue el primer virus aislado entre los causantes de enfermedad en animales. 
En 1898, Loeffler y Frosch demostraron que la FA era transmitida por un agente infeccioso 
filtrable (Domingo et al, 1990). Se han descrito siete serotipos distintos para VFA (A, O, 
C, Asia 1, SAT1, SAT2 y SAT3), más de 65 subtipos y numerosas variantes antigénicas 
(Pereira, 1976; Mateu et al., 1988; Longjam et al, 2011). Esta grandísima diversidad 
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antigénica es un reflejo de la alta variabilidad genética del VFA y constituye uno de los 
principales obstáculos para el control de la enfermedad por vacunación (Domingo et al., 
1990; Barteling y Woortmeyer, 1987; Domingo y Holland, 1992; Sobrino y Domingo 
2004). 
 
 
Figura 1. Organización del genoma de VFA, procesamiento proteolítico de la poliproteína 
viral y regiones codificantes necesarias para el ensamblaje de la cápsida. (a) Esquema de la 
organización del ARN genómico. Las regiones codificantes se representan en cajas, y se identifican 
las proteínas estructurales y no estructurales. Se indican además los elementos funcionales del 
genoma, incluyendo la región no codificante 5’ (5’UTR), la proteína 3B (VPg) unida al extremo 5´, 
el tramo poliC, la estructura de pseudonudo (pseudoknot), el elemento de replicación que actúa en 
cis (cre), el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), el 3’UTR y el tramo poliA. Los diferentes 
símbolos en amarillo identifican los puntos de procesamiento de la poliproteína, y las proteasas 
responsables, según el código indicado en la misma figura. (b) Esquema del procesamiento de la 
poliproteína en poliproteínas precursoras y proteínas maduras. (c) Ensamblaje de la cápsida a partir 
de P1-2A procesada en VP0, VP3 y VP1 por la proteasa 3C (3CPro). Adaptado de Grubman y Baxt, 
2004; Gubman, 2005 y  Ryan et al., 2004. 
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El VFA de referencia empleado en nuestro laboratorio es el C-S8c1, un clon 
biológico obtenido a partir de un virus proveniente de un cerdo enfermo, aislado en Sta. 
Pau, Girona, en 1970 (virus C-Sta Pau Spain/1970) (Sobrino et al., 1983). Pertenece al 
subtipo europeo C1 dentro del serotipo C. El genoma del VFA C-S8c1 (Figura 1a) tiene 
8115 nucleótidos de longitud, sin contar los tramos homopoliméricos de policitidilato, 
poli(C) y poliadenilato, poli(A), que son heterogéneos en longitud (Escarmís et al., 1992, 
1996; Toja et al., 1999). Se divide en una región central que contiene un único marco de 
lectura abierta entre los nucleótidos 1039 y 8023, que codifica a una poliproteína de 2328 
aminoácidos que es procesada por proteasas virales durante el ciclo de infección y dos 
regiones más cortas no codificantes situadas a los extremos de la molécula de ARN, que 
incluyen elementos reguladores con complejas estructuras secundarias y terciarias. 
Las región 5' no codificante (5’UTR) comprende a los primeros 1038 nucleótidos del 
genoma. Esta región tiene un papel importante en la replicación de VFA y en ella se han 
identificado los siguientes elementos (Figura 1a): fragmento S, el tramo poliC, pseudoknot 
(estructura terciaria de tipo pseudonudo), un elemento replicativo que actúa en cis (cre) y 
el sitio de entrada interna del ribosoma (IRES). El fragmento S (367 nucleótidos) está 
implicado en interacciones con factores celulares y en interacciones ARN/ARN con el 
extremo 3’ (Serrano et al., 2006). Inmediatamente después de esta región se encuentra un 
tramo de poliC de longitud variable (entre 100 y 400 nucleótidos), su función en la 
replicación se desconoce, pero algunos estudios en poliovirus han mostrado una asociación 
con factores del huésped, con la proteína de unión poli(rC) (PCBP), y con el extremo 5’ 
del genoma (Gamarnik y Andino, 1997). Después se encuentra el elemento cre, esencial 
para la replicación de los picornavirus, que contiene un motivo conservado AAACA que 
funciona como molde para la uridilación de 3B (Nayak et al., 2006). La región IRES está 
muy estructurada y es la responsable de la traducción del ARN independiente de cap 
(Fernández-Miragall et al., 2009; Martínez-Salas et al., 2008). La región 3’ UTR (Figura 
1a) contiene dos stem loops denominados SL1 y SL2, seguidos de un tramo de poliA, 
típico de ARN mensajeros celulares. El poliA interviene en el inicio de la síntesis de ARN 
de polaridad negativa y su eliminación afecta la infectividad del ARN de VFA (Sáiz et al., 
2001). El poliA estimula la traducción del ARN viral dependiente del IRES (López de 
Quinto et al., 2002) y está implicado en la circularización del genoma, mediante 
interacciones con la región 5’ UTR (Serrano et al., 2006). Ambas regiones interaccionan 
con diferentes proteínas celulares (Pacheco et al., 2008; Rodríguez Pulido et al., 2007). 
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La lectura del ARN puede comenzar en cada uno de los codones AUG funcionales, 
situados inmediatamente después del IRES y separados entre sí por 84 nucleótidos (Flint et 
al., 2004; Martínez-Salas et al., 2002). A medida que la poliproteína es traducida, se 
generan los distintos precursores y proteínas maduras mediante procesamiento proteolítico, 
que llevan a cabo las proteasas virales (Figura 1b, ver Ryan et al, 2004). La poliproteína 
esta divida en cuatro regiones, que desde el extremo N-terminal al C-terminal, se 
denominan como sigue a continuación, L, P1, P2, P3. Las regiones L, P2 y P3 codifican 
precursores y proteínas maduras no estructurales, mientras que la región P1 codifica para 
las proteínas estructurales que componen la cápsida del virión. 
La región L (“leader”) codifica para dos formas alternativas, las proteínas Lab (201 
aminoácidos) y Lb (173 aminoácidos), resultado del inicio de la traducción en cada uno de 
los dos tripletes AUG funcionales del genoma viral (Devaney et al., 1988; Cao et al., 1995; 
Piccone et al., 1995). L es una proteasa activa en cis y trans, que cataliza su propia 
separación de la poliproteína e inicia la proteólisis del factor eIF4F de iniciación de la 
traducción dependiente de cap, lo que contribuye a una parada de la síntesis de proteínas 
celulares en las células infectadas (Devaney et al., 1988; Kirchweger et al, 1994; Glaser y 
Skern, 2000). Se ha demostrado que  L tiene un papel crítico en la patogénesis de VFA, en 
su ausencia la región codificante es atenuada en vitro, debido a la supresión del interferón 
!/" (Brown et al, 1996; Chinsangaram et al., 1999). Recientemente,  se ha descrito que 
inhibe la inducción de la traducción  de varios genes celulares, incluyendo interferón ", al 
regulador de la activación de células T normales y secretadas (RANTES) y del factor de 
necrosis tumoral ! (TNF-!).  A su vez, participa en la degradación de la proteína celular, 
PABP (Rodríguez Pulido et al., 2007), del factor de transcripción NF-!B y en la inhibición 
de la síntesis de interferones de tipo I (de Los Santos et al., 2006; de Los Santos et al., 
2007; de los Santos et al., 2009). 
La región P1 (Figura 1a) codifica las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4 
(también denominadas como 1D, 1B, 1C y 1A, respectivamente) que forman la cápsida del 
virus (Figura 1c) (Acharya et al., 1989; Lea et al., 1994). VP1, VP2 y VP3 forman la 
estructura básica de la cápsida, mientras que VP4 es un polipéptido corto que se encuentra 
en una conformación extendida sobre la superficie interna de la cápsida (ver descripción 
más detallada en el numeral 1.3.2).  
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La región P2 (Figura 1a) codifica las proteínas no estructurales 2A, 2B y 2C. El 
péptido 2A, es un péptido de 16 aminoácidos, tiene actividad proteasa y cataliza en cis la 
escisión del péptido P1-2A de 2BC, mediante un proceso de parada y reiniciación del 
ribosoma (Vakharia et al., 1987; de Felipe et al., 2003; de Felipe y Ryan, 2004).  La 
proteína 2B ha sido asociada en VFA al bloqueo de secreción de proteínas junto con 2C. 
La proteína 2C está implicada en replicación del ARN y podría inducir la proliferación de 
vesículas de membranas (Moffat  et al., 2007). 
La región P3 (Figura 1a) codifica las proteínas no estructurales 3A, 3B, 3C y 3D. En 
otros picornavirus 3A participa en la síntesis del ARN viral (Takeda et al., 1986; Gromeier 
et al., 1999), en el anclaje a membrana del complejo de replicación (Xiang et al., 1998), en 
el efecto citopático y en la inhibición de la secreción de proteínas (Doedens y Kirkegaard, 
1995; Lin et al., 2009). 3B (VPg) está unida covalentemente al extremo 5’ del ARN 
genómico del virus y está implicada en la iniciación de la síntesis de ARN y 
probablemente también en la encapsidación (Ferrer-Orta et al., 2006). Por otro lado, 3C 
(23 KDa) es una serín proteasa, encargada de clivaje en cis y trans del procesamiento de la 
poliproteína (Vakharia, 1987; Bablanian y Grubman, 1993; Dougherty y Semler, 1993). La 
proteasa 3C es muy inestable en células infectadas, aunque se han presentado altos niveles 
de expresión en bacterias, los cuales han permitido su cristalización y caracterización 
estructural (Chernaia et al., 1993; Matthews et al., 1994). 3C también es capaz de romper 
los factores de iniciación de la traducción eIF4A y eIF4GI (Belsham et al., 2000). 3D es la 
ARN polimerasa dependiente de ARN (RpRd) encargada de la replicación del virus 
(replicasa viral), contiene la triada catalítica DDD (aminoácidos 240, 338 y 339) típica de 
las replicasas de virus de ARN de polaridad positiva (Hansen et al., 1997). 
 
1.3.2. Estructura molecular y antigénica de la cápsida de VFA, y 
reconocimiento de receptores celulares 
 
La estructura tridimensional de los diferentes serotipos de VFA, incluido el virus de 
referencia C-S8c1 utilizado este estudio, ha sido resuelta mediante cristalografía de rayos 
X, revelando un gran similitud conformacional entre serotipos (Acharya et al., 1989; Lea 
et al., 1994; Curry et al., 1996). La cápsida esférica de VFA presenta una estructura 
icosaédrica pseudo T=3 y mide unos #30 nm de diámetro, de acuerdo a mediciones 
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realizadas por equilibrio de sedimentación y rayos X. El diámetro aparente observado 
mediante microscopia electrónica puede variar entre 24 y 30 nm (Racaniello, 2001). La 
cápsida está compuesta por 60 copias de cada una de las 4 proteínas estructurales: VP1 
(1D), VP2 (1B), VP3 (1C) y VP4 (1A) (Figura 2a). Las tres primeras proteínas (~ 23 - 24 
kDa)  forman la estructura básica de la cápsida y comparten un plegamiento similar en 
forma de barril " con 8 cadenas " antiparalelas que se denominan B, I, D, G, C, H, E, F, y 
que están conectadas entre sí por bucles de longitud variable que se designan con las dos 
letras correspondientes a las cadenas que unen. La proteína VP4 (~ 9 kDa)  está localizada 
en la superficie interna de la cápsida, con su extremo N-terminal unido covalentemente a 
un residuo de ácido mirístico (Belsham et al., 1991; Racaniello, 2001; Racaniello, 2007). 
La proteína VP4 madura resulta del procesamiento proteolítico del precursor VP0 en VP2 
+ VP4, que se produce una vez ensamblada la cápsida (Knipe et al., 1997). 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Cápsida de VFA y protómero biológico. (a) Representación esquemática de la 
estructura cuaternaria de la cápsida de VFA. Se indican ejes de simetría quinaria (pentágono), 
ternaria (triángulo) y binaria (óvalo). Las líneas gruesas delimitan un pentámero y los cincos 
protómeros que lo componen. Las proteínas que componen un protómero se indican en colores: 
VP1 (1, rojo), VP2 (2, azul), VP3 (3, verde). VP4 es interna. (b) Diagrama de cintas de la 
estructura molecular de un protómero biológico en la cápsida de VFA (Lea et al., 1994). El código 
de colores es el mismo que para el apartado (a).  
 
El protómero biológico (coeficiente de sedimentación 5S) está constituido, en el 
virión maduro, por una molécula de cada proteína de la cápsida (VP1, VP2, VP3 y VP4, 
Figura 2b). Cinco protómeros se asocian formando un pentámero (coeficiente de 
sedimentación 12S), y doce pentámeros se unen para formar la cápsida. En cada 
pentámero, los cinco protómeros de cada pentámero se relacionan entre sí mediante un eje 
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de simetría quinaria alrededor del cual se disponen cinco copias de VP1 (Figura 2a). La 
cápsida vacía presenta un coeficiente de sedimentación de 75S, y el virión formado por la 
cápsida y la molécula de ARN genómico presenta un coeficiente de sedimentación de 140S 
y una masa de aproximadamente 7,8 Md (Acharya et al., 1989; Racaniello, 2001; Grubman 
y Baxt, 2004).  
Algunos de los bucles de las proteínas de la cápsida del VFA se encuentran 
expuestos al exterior e interaccionan con anticuerpos. El bucle G-H de la proteína VP1 
(aminoácidos 140-160) muestra una gran movilidad en bisagra sobre la superficie de la 
cápsida y contiene uno de los principales determinantes antigénicos del VFA, denominado 
sitio A (revisado en Mateu, 1995; Mateu y Verdaguer, 2004). Multitud de mutaciones de 
escape a la neutralización por anticuerpos monoclonales ocurren en esta región genómica 
(Mateu et al., 1989; Mateu 1995; Perales et al., 2005). El bucle G-H de VP1 en virus de 
serotipo C como C-S8c1 presenta múltiples epítopos continuos solapantes que muestran 
distinto grado de conservación entre aislados naturales (Mateu et al., 1988, 1989, 1990; 
Martínez et al., 1992; Mateu, 1995). Otros sitios identificados en VFA C-S8c1 son el sitio 
C (formado por epítopos continuos localizados en el extremo carboxi-terminal de VP1) y 
el sitio D, un complejo formado por múltiples epítopos discontinuos parcialmente 
solapantes (Lea et al., 1994; Mateu et al., 1994, 1998; Mateu, 1995).  
El sitio A del serotipo C de VFA comprende los aminoácidos 1136-1150 (136-150 
de VP1). El sitio A incluye un motivo altamente conservado Arg-Gly-Asp (RGD, 
aminoácidos 1141-1143) situado en la zona más expuesta del bucle G-H de VP1 
(Verdaguer et al., 1995, 1999; Hewat et al., 1997; Sobrino y Domingo 2004). El motivo 
RGD y otros residuos vecinos en el sitio A tienen una doble función esencial en el ciclo 
vital del virus, actúan en el reconocimiento de receptores celulares y en la interacción con 
anticuerpos neutralizantes (Verdaguer et al., 1994; Mateu et al., 1996; Mateu y Verdaguer, 
2004).  
En contraste al sitio antigénico A, el sitio D está formado por epítopos discontinuos e 
implica varios  bucles de VP1 (subsitio D1), VP2 (subsitio D2) y VP3 (subsitio D3) en 
cada protómero de la cápsida (Lea et al., 1994; Mateu 1995, Mateu et al., 1998; Mateu y 
Verdaguer, 2004). Comparando aislados virales naturales y pases seriados de cultivos 
infectados con VFA se ha encontrado que los residuos que conforman el sito D del serotipo 
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C de VFA son más conservados que los aminoácidos implicados en el sitio antigénico A 
(Mateu et al., 1994; Holguín et al., 1997).  
Se ha establecido que las proteínas de adhesión actúan como receptores de VFA 
pertenecen a la familia de las integrinas, y se encuentran en la superficie de muchos tipos 
celulares. De 24 integrinas identificadas, 8 reconocen el motivo RGD en el bucle G-H de 
VP1 de VFA, y #v"3, #v"1, #v"6, #v"8 y #v5"1 se han identificado como los principales 
receptores de este virus (Fox et al., 1989; Rieder et al., 1993; Jackson et al., 2002; Sa-
Carvalho et al., 1997; Arzt et al, 2011). Existen evidencias de que la integrina #v"6 actúa 
como receptor principal in vivo (Monaghan et al., 2005). Una estimación indicó que a cada 
célula podrían unirse en torno a 103 - 104 partículas de VFA (Baxt y Bachrach, 1980). Este 
dato es consistente con una observación más reciente que indica, asumiendo una cifra 
conservativa, la presencia de unas 103 moléculas de integrina- #v que podrían unirse a VFA 
(Benedetto et al., 2006). En aislados de VFA multiplicados en cultivos celulares el motivo 
RGD puede hacerse prescindible, lo que indica que estas variantes pueden utilizar otros 
mecanismos de reconocimiento celular (Martínez et al., 1997; Baranowski et al., 2000). Se 
han descrito otros receptores, como heparán sulfato (HS), relacionado con la adquisición 
mutaciones expuestas en la cápsida que confieren cargas positivas (Baranowski et al., 
1998; Jackson et al., 1996; Sá-Carvalho et al., 1997; Fry et al., 1999b; Arzt et al., 2011). 
La inoculación de altas dosis de virus que utilizan HS en ganado provocaron lesiones 
clínicas, pero los viriones recuperados podrían sólo utilizar a un receptor de integrina y no 
el receptor HS, sugiriendo que la unión HS podría no tener un papel en la patogénesis in 
vivo (Arzt et al., 2011). El VFA puede utilizar receptores diferentes a HS e integrinas 
(Baranowski et al., 2000; Zhao et al., 2003). Varios estudios han mostrado que VFA puede 
infectar células en cultivo mediante el reconocimiento del receptor Fc (FcR, receptor de la 
fracción Fc de las inmunoglobulinas) de una manera dependiente de anticuerpo, aunque, 
este mecanismo de entrada no ha sido corroborado in vivo (Mason et al., 1993; Baxt y 
Mason, 1995; Arzt et al., 2011).  
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1.3.3. Ensamblaje y desensamblaje del virus de VFA y sensibilidad de la 
cápsida a pH ácido 
 
La Figura 3 muestra un esquema del ciclo replicativo de VFA. Dados los objetivos 
del presente trabajo, nos centraremos en comentar sólo algunas etapas en este ciclo, que 
incluyen el ensamblaje de la cápsida, la encapsidación del ARN de cadena positiva, el 
procesamiento proteolítico de VP0 a VP2 y VP4 para formar el virión maduro, y la 
desencapsidación del virión tras la entrada en una nueva célula hospedadora. 
Ensamblaje. La morfogénesis de VFA y de picornavirus en general es poco conocida; la 
mayoría de estudios se ha realizado con enterovirus (virus de la poliomielitis, PV) y con el 
rinovirus humano (HRV), aunque la evidencia disponible indica una similitud entre estos 
virus y VFA en lo referente al mecanismo de ensamblaje (revisado en Racaniello et al 
2001; Grubman y Baxt, 2004; Fry et al., 2005). El plegamiento de cada dominio de la 
poliproteína P1 ocurre probablemente de modo co-traduccional. P1 no procesada de VFA 
se pliega, seguramente, en una estructura (protómero inmaduro libre) similar a la del 
protómero maduro ya que el protómero inmaduro es reconocido por los mismos 
anticuerpos que reconocen epítopos discontinuos en los protómeros maduros que forman el 
virión de VFA. El procesamiento de P1 plegada en VP0, VP3 y VP1 por la proteasa 3C 
implica una reorganización de los extremos N- y C-terminales. Cinco protómeros 
procesados se asocian para formar un pentámero, y doce pentámeros se asocian para 
formar la cápsida inmadura (Figura 3).  
En células infectadas con picornavirus se han identificado intermediarios de 
ensamblaje que incluyen protómeros, pentámeros, cápsidas vacías en las que VP0 no ha 
sido procesada (Grubman et al., 1985), y pro-viriones (partículas inmaduras no infecciosas, 
en las cuales VP0 no ha sido procesada, pero que contienen ARN vírico (Guttman y 
Baltimore, 1977; Lee et al., 1993)). Se ha demostrado  que estos pro-viriones se producen 
durante la replicación de algunos picornavirus, pero no se han observado en células 
infectadas por VFA. No obstante, Knipe et al, (1997), encontró que en células 
transfectadas con VFA con mutaciones en el sitio de procesamiento de VP0 se produjeron 
viriones no infecciosos (coeficiente de sedimentación 140S), en los que VP0 no había sido 
procesada, presentando características similares a la de los pro-viriones observados para 
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otros picornavirus. Además, estos proviriones de VFA eran capaces de unirse al receptor 
celular y presentaron sensibilidad a pH ácido, de modo similar al virus infeccioso. 
 
 
Figura 3. Ciclo biológico para VFA. Se indican las diferentes etapas principales del ciclo, en 
negrita, y algunos componentes víricos o celulares en azul. Para una descripción de los pasos 
estudiados en este trabajo, ver texto. Adaptado de Racaniello, 2001.  
 
Hasta el momento, se han propuesto dos modelos para la encapsidación en 
picornavirus. En el primero se propone que los pentámeros se ensamblan primero para 
formar las cápsidas vacías, y a continuación se internaliza el ARN para formar el pro-
virión. En el segundo, se propone que los pentámeros interactúan directamente con el 
ARN/VPg, formando directamente el pro-virión mediante un mecanismo de condensación. 
Estudios con poliovirus (Verlinden et al., 2000), favorecen la hipótesis mediante la cual las 
cápsidas vacías podrían ser un producto defectuoso o servir como un repositorio de 
pentámeros.  
El paso final en la morfogénesis de los picornavirus es el procesamiento proteolítico 
de VP0 en el provirión para dar VP4 y VP2 (Jacobson et al., 1968; Arnold et al., 1987; 
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Hogle et al., 1985). Esta reacción ocurre mediante un mecanismo autocatalítico en 
presencia del ARN viral, convirtiendo los 85 residuos en el extremo N-terminal de VP0 en 
VP4, y los residuos restantes en VP2, aunque en el virión maduro pueden quedar unas muy 
pocas copias de VP0 sin procesar (Grubman y Baxt, 2004; Fry et al., 2005), Se ha 
demostrado que en la cápsida vacía de VFA VP0 puede sufrir un procesamiento aberrante, 
sugiriendo que el ARN viral es estrictamente necesario para que ocurra el procesamiento 
correcto (Curry et al, 1995; Curry et al., 1997). Una histidina conservada (His 2145 en el 
serotipo A) podría mediar el clivaje autocatalítico de VP0 en VFA (Curry et al., 1997), 
como se ha predicho para la histidina 2195, homóloga en los poliovirus. El procesamiento 
de VP0 parece reforzar las interacciones entre las subunidades de la cápsida, haciendo a 
ésta más estable a pH neutro y, además, aumentaría ligeramente la sensibilidad a pH del 
virión (Curry et al., 1995; Ellard et al., 1999).  
Desensamblaje. Tras el reconocimiento del virión de VFA por receptores celulares de tipo 
integrina, ocurre su internalización (Figura 3) (Heuser y Anderson, 1989, Hansen et al., 
1993; Berryman et al., 2005; O’Donell et al., 2005; Martín-Acebes et al., 2007; Tuthill et 
al., 2010). Diferentes estudios proponen que los mecanismos de internalización de VFA 
están determinados por la naturaleza del receptor. Los estudios de entrada viral mediante 
análisis bioquímicos y por microscopía confocal, han mostrado que el VFA (serotipos O, A 
y C) que entra a las células mediante la unión a integrinas (subunidad #v), es internalizado 
en el endosoma por una ruta de endocitosis mediada por clatrinas (O’Donnell et al., 2005; 
Berryman et al., 2005; Martín-Acebes et al., 2007). Con VFA de serotipo C se ha 
demostrado que esta ruta requiere de colesterol en la membrana plasmática, pero no de la 
función de lipid-rafts/caveolas (Martín-Acebes et al., 2007; Martín-Acebes et al., 2009). El 
mecanismo de desencapsidación de VFA no está clarificado, pero parece diferente del de 
otros picornavirus como poliovirus y rinovirus Oliveira et al., 1999; Tuthill et al., 2007; 
Bergelson, 2008; Fuchs y Blaas, 2010; Tuthill et al., 2010). In vitro es posible inducir la 
disociación de viriones de VFA en pentámeros y la consecuente liberación del ARN 
mediante una ligera disminución en el pH, o mediante calentamiento moderado (Bachrach, 
1968, 1977; Rueckert, 1996; Racaniello, 2001). In vivo, se cree que el virión de VFA 
pierde completamente su integridad en los endosomas: la cápsida se disocia en pentámeros 
a causa de la acidificación en los endosomas, y se libera la proteína VP4 y el ARN 
genómico (Vásquez et al., 1979; Dubra et al., 1982; Carrillo et al., 1984; Baxt, 1987; 
Berryman et al., 2005; Johns et al., 2009; Tuthill et al., 2010). La proteína VP4 es 
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altamente hidrofóbica y está miristoilada, podría unirse a la membrana del endosoma y 
facilitar la liberación del ARN al citosol (Belsham et al, 1991; Danthi et al., 2003; Davis et 
al., 2008; Knipe et al., 1997).  
Sensibilidad de la cápsida a pH ácido. A diferencia de lo que ocurre con otros 
picornavirus, las cápsidas de VFA son extremadamente sensibles a la acidificación y se 
disocian completamente en subunidades pentaméricas en condiciones sólo muy 
ligeramente ácidas (pH inferior a 6,8) (Brown y Cartwright, 1961; Brown, 1972; Newman 
et al., 1973; Curry et al., 1995; van Vlijmen et al., 1998; Smyth y Martin, 2002; Mahy, 
2005). Se ha propuesto que esta inestabilidad de la cápsidas de VFA a pH ligeramente 
ácido podría deberse darse a la protonación de algunas histidinas localizadas cerca (a 
menos de 15 Å) de las interfases entre subunidades pentaméricas (van Vlijmen et al., 
1998). Por tanto, estas histidinas actuarían como sensores de pH para desencadenar el 
desensamblaje de la cápsida mediado por acidificación (Acharya et al., 1989; van Vlijmen 
et al., 1998). Se han propuesto como especialmente importantes para este mecanismo los 
residuos H3142 y H3145 en serotipo A, equivalentes a H3141 y H3144 en serotipo O, y a 
H3140 y H3143 en serotipo C  (Curry et al., 1995; Ellard et al., 1999; van Vlijmen et al., 
1998).  
Aunque el papel de la acidificación endosomal se ha relacionado con la 
desencapsidación desde hace años (Baxt, 1987; Carrillo et al, 1984; Carrillo et al, 1985), 
los determinantes moleculares que median la desencapsidación a pH ácido aún no se han 
determinado. El aislamiento y caracterización de mutantes que muestren alteraciones en 
los mecanismos de encapsidación podrían proveer una herramienta útil para el estudio de 
este proceso. Se han obtenido, algunos mutantes de VFA más resistentes a la acidificación 
(Twomey et al., 1995). Más recientemente, el grupo del Prof. Francisco Sobrino ha aislado 
y caracterizado variantes con un aumento a la labilidad en condiciones ácidas (Martín-
Acebes et al., 2010) y han obtenido varios mutantes con un aumento en la resistencia a la 
inactivación a pH ácido (Martín-Acebes et al., 2011). La estabilidad  de estos variantes 
frente a la disociación en subunidades ha sido investigada como una pequeña parte del 
presente estudio, en colaboración con el grupo del Prof. Sobrino. 
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1.4. Vacunas contra la fiebre aftosa  
 
1.4.1. Vacunas en uso y vacunas experimentales alternativas 
 
Hasta la fecha, las vacunas comerciales utilizadas contra la FA están basadas en 
preparaciones de viriones completos inactivados químicamente. Las vacunas son 
producidas a gran escala mediante infección de células susceptibles con VFA. La 
inactivación se lleva a cabo mediante un agente químico apropiado, en muchos casos 
etilenimina binaria (BEI). La vacuna se prepara a partir de virus inactivado, generalmente 
utilizando aceites minerales como adyuvantes, para la inmunización de ganado bovino, 
porcino, y ovino (revisado por Doel, 2003; Grubman y Baxt, 2004; Paton et al., 2009; 
Rodríguez y Grubman, 2009; Rodríguez y Gay, 2011; Li y Liu, 2011; Zhang et al, 2011). 
Un número de países han establecido bancos de vacunas, en los cuales se ha almacenado 
antígeno concentrado en nitrógeno líquido. Los antígenos guardados en estas condiciones 
son estables durante un largo período de tiempo de acuerdo a la formulación de la vacuna. 
Estos bancos contienen virus vacunales de diferentes serotipos y pueden proporcionar a los 
países miembros una fuente casi inmediata de la vacuna (Grubman y Baxt, 2004; Hegde et 
al., 2009; Parida, 2009).  
A pesar de su eficacia, las vacunas actuales contra FA presentan varias limitaciones e 
inconvenientes muy importantes, algunos de los cuales se describen a continuación: i) para 
prevenir el escape del virus se requiere de instalaciones de alta contención para la 
producción de las vacunas; a pesar de todas las medidas de seguridad, existe un claro 
riesgo de escape de las plantas de producción; ii) muchas de las preparaciones usadas para 
la vacuna se concentran a partir de sobrenadantes de células infectadas con VFA y, 
dependiendo del tipo de manufacturación, pueden contener cantidades significativas de  
proteínas no estructurales virales como contaminantes. Por tanto, los animales vacunados 
desarrollan respuesta frente a anticuerpos tanto para las proteínas contaminantes, como 
para las proteínas estructurales virales, impidiendo distinguir con facilidad entre animales 
vacunados y animales infectados o convalecientes; iii) la inactivación del virus puede ser 
incompleta, con lo que la vacuna puede ser una fuente de infección potencial; iv) la vacuna 
no induce una rápida protección frente al desafío por inoculación directa o contacto 
directo; por lo tanto, se presenta una ventana de susceptibilidad de los animales vacunados 
antes de la inducción de la respuesta inmune adaptativa; v) debido a la existencia de 
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múltiples variantes antigénicas circulantes de VFA, a la ausencia de reacción cruzada entre 
los diferentes serotipos, y a la protección incompleta entre subtipos, es necesario utilizar 
vacunas derivadas de diferentes serotipos y variantes que se deben actualizar dependiendo 
la zona geográfica, aumentando los costos de la producción y los riesgos derivados de una 
falta de protección completa; vi) la vacuna es inestable a una temperatura de 2-8ºC 
(Kitching et al., 2007; Parida, 2009) y mucho más a temperaturas mayores. La causa de 
esta inestabilidad se debe a la termolabilidad intrínseca de los viriones de VFA, que se 
disocian fácilmente a pentámeros, los cuales presentan una inmunogenicidad severamente 
reducida (Cartwrigth, 1962; Brown y Cartwrigth, 1961; Cartwrigth et al., 1980). Por lo 
tanto, las vacunas requieren ser almacenadas en nitrógeno líquido, y es necesario 
establecer una costosa cadena de frío desde el punto de fabricación hasta al punto de 
aplicación. Las rupturas de las cadenas de frío son frecuentes en muchos de los países en 
los que la FA es endémica, debido a que no poseen la infraestructura necesaria, y a las 
condiciones climatológicas desfavorables; la pérdida de inmunogenicidad tras la ruptura de 
la cadena de frío no es detectada, y la vacunación resulta ineficaz en tales casos (Grubman 
y Baxt, 2004; Hegde et al., 2009; Parida, 2009; Li y Liu, 2011; Rodríguez y Gay, 2011).   
Se han realizado y continúan realizándose diversas investigaciones con el fin de 
desarrollar vacunas modificadas o nuevas vacunas contra la FA que  mejoren su seguridad, 
composición, y/o estabilidad térmica. Se han evaluado una serie nuevas vacunas 
experimentales contra la FA que tratan de minimizar alguno(s) de los problemas 
mencionados, y que incluyen: i) vacunas basadas en proteínas recombinantes; ii) vacunas 
basadas en péptidos sintéticos; iii) vacunas ADN; iv) vacunas basadas en virus atenuados; 
v) vacunas basadas en cápsidas vacías o VLPs (revisado por Grubman, 1985; Grubman y 
Baxt, 2004; Rodríguez y Grubman, 2009; Rodríguez y Gay, 2011; Li y Liu, 2011).  
Hasta el momento las únicas vacunas oficialmente autorizadas frente a la FA se 
basan en viriones inactivados, a pesar de los inconvenientes que presentan y que ya han 
sido mencionados. Ninguna las vacunas experimentales que se están desarrollando 
cumplen todavía con los requisitos necesarios para su comercialización. En la Tabla 1 se 
han resumido algunas de las ventajas y desventajas que, en principio, ofrecerían estas 
nuevas vacunas experimentales, en las se ha hecho énfasis en la seguridad de la 
producción, la seguridad de los animales vacunados, duración de la respuesta inmune, y 
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factibilidad en la diferenciación de los animales vacunados de los infectados (Zhang et al., 
2011).  
 
Tabla 1. Ventajas y desventajas potenciales de nuevas vacunas experimentales para la 
FA.  
Adaptado de Zhang et al., 2011. 
 
1.4.2. Cápsidas vacías como posibles vacunas contra la fiebre aftosa 
 
Las vacunas basadas en cápsidas vacías presentan gran interés potencial, ya que 
mantendrían intactas la especificidad antigénica y la inmunogenicidad conseguidas con las 
vacunas actuales formuladas a base de viriones completos, pero evitarían la necesidad de 
crecer y manipular el virus infeccioso, lo que eliminaría totalmente el riesgo de un escape 
de virus o de infección causada por una inactivación insuficiente durante la producción de 
la vacuna (Beck y Strohmaier, 1987; Sutmöller et al., 2003). Además, los animales 
inoculados con este tipo de vacunas podrían fácilmente distinguirse de los infectados o 
convalecientes, mediante el uso de ensayos diagnósticos específicos para las proteínas no 
estructurales, cuyos genes no están presentes en los plásmidos recombinantes utilizados 
para la producción de las cápsidas vacías (Grubman y Baxt et al., 2004). 
La obtención de cápsidas vacías de VFA involucra: i) la clonación molecular de las 
regiones del genoma viral necesarias para la síntesis, el procesamiento y el ensamblaje de 
las proteínas estructurales (es decir, las regiones codificantes para la poliproteína P1-2A y 
la proteasa 3C); ii) la expresión de estas proteínas en células apropiadas; iii) el 
autoensamblaje de las cápsidas en estas células; iv) la purificación de las cápsidas 
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producidas (Grubman et al., 1985; Roosien et al., 1990; Lewis et al., 1991; Belsham et al., 
1991; Grubman et al., 1993). Las cápsidas vacías de VFA así producidas son 
inmunogénicamente indistinguibles del virión natural (Rowlands et al., 1975; Grubman, 
1984; Grubman et al, 1988).  
Se ha demostrado que las cápsidas vacías pueden ser sintetizadas por una gran 
variedad de sistemas de expresión, entre ellos E.coli (Grubman et al., 1993; Lewis et al., 
1991), en plantas transgénicas (Dus Santos et al., 2005), levaduras (Balamurugan et al., 
2005), células de mamífero utilizando vectores adenovirales (Mayr et al., 1999; Mayr et 
al., 2001; Moraes et al., 2003; Moraes et al., 2002; Pacheco et al., 2005), o el sistema de 
expresión basado en virus vaccinia recombinante (Abrams et al., 1995; Sanz-Parra et al., 
1998; Berinstein et al., 2000), o en células de insecto utilizando el sistema de expresión 
basado en baculovirus (Roosien et al., 1990; Lewis et al., 1991; Saiz, et al., 1994; Li et al., 
2008; Cao et al., 2009; Cao et al., 2010). Adicionalmente, un número de grupos han usado 
otros sistemas para expresar la cápsida en presencia o ausencia de las regiones codificantes 
de la 3C, en algunos casos suplementados con citoquinas como potenciales coadyuvantes 
utilizando otros sistemas de expresión, tales como, en el virus de la pseudo-rabia (Li et al., 
2008) o el virus recombinante de la viruela aviar (Ma et al., 2008b).  
El proceso de síntesis de cápsidas vacías de VFA ha resultado en general muy 
ineficaz, dando lugar en los mejores casos a cantidades muy pequeñas de cápsidas 
ensambladas. Las cápsidas no han sido en general purificadas, o sólo parcialmente 
purificadas mediante centrifugación a través de un colchón o gradiente de sacarosa o 
similar. Las escasas cápsidas obtenidas se han detectado generalmente sólo mediante 
electroforesis, análisis inmunoquímicos y, muy raramente, mediante microscopía 
electrónica de preparaciones poco satisfactorias. La inmunogenicidad de estas 
preparaciones no ha resultado en general adecuada (Grubman y Baxt, 2004; Oem et al., 
2007; Li et al., 2008). Una razón que explica en parte la baja producción de cápsidas 
vacías de VFA en diferentes sistemas de expresión es la gran toxicidad de la proteasa 3C 
requerida para el procesamiento de P1 (Thomas et al., 1983; Lewis et al., 1991; Martínez-
Salas y Domingo., 1995). Pero además, otra razón que puede explicar en parte la baja 
producción de cápsidas vacías y la pobre inmunogenicidad de estas preparaciones es que 
las cápsidas vacías de VFA parecen ser aún menos estables que los viriones, a causa de la 
ausencia del ARN vírico (Curry et al., 1995).  
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1.5. Diseño de variantes termoestables de VFA  
 
En nuestro laboratorio venimos explorando la posibilidad de termoestabilizar 
partículas víricas de VFA mediante la introducción de interacciones potencialmente 
estabilizantes entre subunidades de la cápsida, o la eliminación de interacciones 
desestabilizantes en la misma. Desde el punto de vista aplicado, la termoestabilización 
genética de viriones de VFA permitiría desarrollar vacunas basadas en viriones inactivados 
químicamente como las actuales, pero menos dependientes del correcto funcionamiento de 
la cadena de frío. La termoestabilización genética de cápsidas vacías recombinantes de 
VFA podría favorecer su desarrollo como vacunas alternativas contra la FA que no 
implicaran riesgos de infección y permitieran la distinción entre animales vacunados e 
infectados, pero manteniendo una termoestabilidad que fuera, al menos, similar a la de las 
vacunas clásicas. A continuación describimos los resultados obtenidos hasta el inicio de 
esta tesis en lo referente al diseño y caracterización de variantes de VFA más estables 
frente a la disociación térmica. 
El conocimiento de la estructura tridimensional de VFA, incluyendo la de C-S8c1, 
nos permitió realizar un estudio en el que se sustituyó sistemáticamente a alanina cada una 
de las 42 cadenas laterales por protómero que establecen interacciones entre pentámeros 
vecinos en la cápsida de VFA. Los resultados demostraron que la gran mayoría de estos 
residuos, y las interacciones que establecen, tienen un papel crítico en el  ciclo viral. Sólo 
un pequeño número de residuos en las interfases entre pentámeros admitieron la mutación 
sin un efecto apreciable sobre la infectividad (Mateo et al, 2003). Estos resultados y la 
estructura de VFA se usaron como una guía para el diseño de substituciones de 
aminoácidos que no afectaran severamente a la infectividad del virión pero permitieran 
establecer nuevas interacciones entre pentámeros, incluyendo puentes disulfuros o 
interacciones electrostáticas entre residuos cargados. El mantenimiento de la infectividad 
del virión era esencial no sólo para poder analizar el resultado de la mutación, sino porque 
el virión debe mantener su infectividad durante la producción de vacuna por el método 
actualmente utilizado. Dada su relación con algunos de los objetivos del presente trabajo, a 
continuación se hace una descripción detallada de los resultados obtenidos, que 
permitieron el desarrollo inicial de estas tesis doctoral. 
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En primer lugar, se utilizaron programas bioinformáticos para elegir, considerando 
también las restricciones funcionales encontradas, los lugares donde sustituir aminoácidos 
por cisteínas que pudieran formar puentes disulfuro entre pentámeros. Se  construyeron 
ocho dobles mutantes (E2011C/G3150C; T2023C/A3145C; N2114C/G3192C; 
K2002C/E2006C; K2003C/E2006C; E2006C/D2012C; E2007C/T2008C; 
T2007C/D2012C). Los resultados mostraron que seis de estos mutantes de cisteína 
presentaban una drástica reducción en la infectividad con respecto al virus parental. En 
contraste, los mutantes T2023C/A3145C y E2007C/T2008C mostraron una infectividad 
normal. El análisis electroforético sugirió que el puente disulfuro podría haberse formado 
en el mutante T2023C/A3145C pero no en el mutante T2007C/T2008C (Mateo et al., 
2008; Luna, 2010). 
Por otro lado, se realizó una aproximación similar para introducir diferentes 
interacciones de carácter iónico entre pentámeros. Se construyeron dos dobles mutantes 
(T2053D/Q2057K y Y2200H/I3189D) en los que las substituciones introducidas podrían 
formar un nueva interacción iónica interpentamérica. En un tercer variante se introdujo la 
mutación D3069E con el fin de alargar la cadena lateral, permitiendo la formación de un 
puente salino con la lisina 2198 en VP2. Finalmente, se construyeron dos mutantes 
adicionales, en los que se mutagenizó el residuo A2065 por His o Lys, permitiendo crear 
una interacción electrostática de corto alcance o un puente salino interpentamérico con 
E3137. Cuando se determinó la infectividad de cada uno de estos mutantes, se encontró 
que los mutantes T2053D/Q2057K y Y2200H/I3189D, presentaban una infectividad 
severamente reducida. En cambio, las mutaciones A2065H y A2065K no causaron una 
reducción  significativa de infectividad. Cuando se analizó las progenie vírica, las 
mutaciones introducidas se mantuvieron y no se encontraron mutaciones adicionales en la 
cápsida completa. Por otra parte, la mutación D3069 fue en sí misma letal, pero en un caso, 
durante la replicación del genoma viral se fijo una segunda mutación, T2188A, que 
permitió la recuperación de viriones infectivos que se diferencian del parental 
exclusivamente en estas dos mutaciones. 
Los mutantes viables construidos más prometedores resultaron, por tanto, ser 
T2023C/A3145C, D3069E/T2188A y A2065H. El análisis de la tasa de disociación en 
subunidades de viriones purificados demostró que los dos últimos mutantes presentan una 
termoestabilidad muy incrementada con respecto al virión parental natural, C-S8c1. 
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Ambos mutantes resultaron, además, genéticamente estables (Mateo et al., 2008). Como 
parte del presente trabajo, hemos continuado y ampliado grandemente nuestros estudios 
sobre posibles aproximaciones para la estabilización de partículas víricas de VFA, e 
investigado los mecanismos moleculares de su estabilización.  
 
1.6. Estudio sistemático de la respuesta genética de diferentes variantes 
virales a la introducción de mutaciones deletéreas en la cápsida de VFA 
 
Los análisis de estructura y función muestran que la substitución de la gran mayoría 
de aminoácidos en la cápsida de VFA y otros virus sin envuelta, aún en bucles expuestos 
sin función conocida, disminuye significativamente la producción viral, o al menos afecta 
desfavorablemente a la eficacia viral (ver, p.ej., Mateo et al, 2003;  Mateu, 1995; Mateu y 
Verdaguer, 2004;  Reguera et al, 2004). Sin embargo, muchos de estos efectos deletéreos 
pueden neutralizarse mediante la fijación de mutaciones compensatorias en la cápsida, que 
contribuyen a restablecer la infectividad y eficacia biológica (ver, p.ej., Mateo y Mateu 
2007, Luna et al., 2009).  
Nuestro grupo ha realizado un estudio acerca de la dinámica de aparición en la 
cápsida de VFA de mutaciones capaces de compensar el efecto deletéreo de mutaciones 
introducidas a propósito en las interfases entre pentámeros. Desde el punto de vista de este 
trabajo, razonamos que los efectos deletéreos de mutaciones de residuos interfásicos 
podrían estar relacionados con problemas de ensamblaje o desensamblaje o la estabilidad 
de la partícula. El análisis de las mutaciones capaces de restaurar la infectividad en estos 
casos y de sus mecanismos de acción podría contribuir a entender estos procesos, y a 
sugerir modos de estabilizar partículas de VFA y de virus en general. Los resultados hasta 
el momento (Luna et al, 2009) han revelado una compleja dinámica de mutaciones 
compensatorias muy diversas y fijadas con una alta frecuencia, muchas de ellas 
concentradas en unos pocos residuos de la cápsida, que actúan como “puntos calientes” 
(hot spots) para la fijación de mutaciones compensatorias. Como parte del presente trabajo, 
hemos investigado los mecanismos moleculares de un caso frecuente de compensación, 
formado por una mutación deletérea en la cápsida de VFA, que implica la eliminación de 
una carga positiva cerca de la interfase entre pentámeros, y una mutación secundaria 
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compensatoria en un hot spot situado muy cerca de la mutación primaria, que implica la 
introducción de una carga positiva.  
 
1.7. Aglomeración macromolecular y compuestos antivirales 
 
Desde el punto de vista aplicado, los estudios básicos de nuestro grupo sobre 
reconocimiento molecular relacionado con el ensamblaje, estabilidad y desensamblaje de 
partículas víricas se orientan no sólo a la mejora de vacunas, sino también al desarrollo de 
antivirales. Muchos de los fármacos antivirales licenciados o en estudio son pequeñas 
moléculas que actúan uniéndose a una macromolécula viral, una macromolécula celular o 
un complejo macromolecular, provocando la inhibición en la asociación con el ligando 
natural que es requerido para la progresión en el ciclo viral (De Clercq, 2004; Greene et 
al., 2008). Una estrategia antiviral que está recibiendo cada vez mayor atención es la 
inhibición del reconocimiento del virus por la célula huésped. Fármacos que actúan de este 
modo ya se han licenciado para quimioterapia contra la infección por el VIH-1 (Melby y 
Westby, 2009). Otros agentes antivirales, incluyendo moléculas orgánicas pequeñas y 
péptidos, se encuentran en diferentes etapas de desarrollo (p.ej., Jones et al., 2006;  Hall et 
al., 2008;  Porotto et al., 2007; Vitiello et al., 2009; Matsubara et al., 2009; Melby  y 
Westby et al., 2009; Nicol et al., 2012). 
Los estudios iniciales para determinar el efecto de potenciales compuestos antivirales 
en el proceso de reconocimiento macromolecular se llevan a cabo en soluciones 
relativamente diluidas en sistemas in vitro o ex vivo (cultivo de células). Sin embargo, en 
los compartimientos intracelulares o en los fluidos extracelulares, donde estos compuestos 
deben actuar in vivo, la concentración total de macromoléculas es extremadamente 
elevada. En estas condiciones, se ha predicho que el efecto inhibitorio de pequeñas 
moléculas sobre procesos de reconocimiento entre macromoléculas (incluyendo el 
reconocimiento entre virus y receptor celular, o el ensamblaje de partículas víricas) se 
podría ver significativamente reducido.  
La concentración total de las macromoléculas en los compartimientos intracelulares 
y en los fluidos extracelulares suele ser de 100 mg/ml o superior, con un rango que varía 
de #80 mg/ml en el plasma sanguíneo a #300 mg/ml o más en células bacterianas. Estas 
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condiciones conducen a efectos de volumen excluido derivados de la impenetrabilidad 
mutua de las macromoléculas solubles, un fenómeno conocido como aglomeración 
macromolecular (macromolecular crowding) (Minton, 1983; Minton, 1993; Zimmerman y 
Minton, 1993; Minton, 1998; Minton, 2001; Zhou et al., 2008). En una solución 
aglomerada, la reactividad de un soluto dado esta determinada por el número de moléculas 
de soluto por unidad de volumen disponible (no total). Asimismo, en un medio 
aglomerado, la actividad química de un soluto (“concentración efectiva”) será más elevada 
que en solución diluida. En general, la aglomeración macromolecular favorece las 
reacciones que conllevan a una reducción en el volumen excluido total, como la formación 
de complejos macromoleculares solubles o agregados insolubles, el plegamiento de las 
proteínas, y la unión de las macromoléculas a diferentes sitios en la superficie celular. 
Muchos de los efectos propuestos en la teoría de aglomeración macromolecular se han 
observado experimentalmente usando una gran variedad de sistemas que implican a 
diversas proteínas y/o sus componentes celulares (para algunos ejemplos, consultar la 
revisión de Zhou et al., 2008).  
Se ha propuesto que la magnitud del efecto de aglomeración depende en gran medida 
del tamaño relativo, la forma y la concentración de la macromoléculas (Zimmerman y 
Minton, 1993; Minton, 1993; Zhou et al., 2008). Por ejemplo, la aglomeración 
macromolecular incrementará la actividad termodinámica de las macromoléculas alargadas 
y/o grandes frente a las macromoléculas pequeñas; este efecto podría provocar un aumento 
significativo en la unión de los ligandos grandes y/o alargados a un receptor en relación a 
los ligandos pequeños y compactos (Minton, 1993). Por tanto, la teoría de aglomeración 
macromolecular predice que concentraciones elevadas de una macromolécula inerte 
(actuando como agente de aglomeración), puede favorecer la unión de un ligando de gran 
tamaño (por ejemplo, una partícula viral) para fijarse a un sitio de unión (por ejemplo, un 
receptor en una célula), con respecto a la unión de molécula pequeña (por ejemplo, un 
péptido o pequeña molécula orgánica) para el mismo sitio de unión (Figura 4, Minton, 
1993; Minton, 2001).  
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Figura 4. Efecto de la aglomeración macromolecular en el volumen disponible para una 
molécula en función de su tamaño. El cuadrado define un contenedor (por ejemplo, una célula) 
en el que existe una concentración muy elevada macromoléculas inertes (esferas de color negro). 
En este ejemplo, éstas ocupan aproximadamente el 30% del volumen disponible. (a) cuando se 
introduce una molécula pequeña (esfera pequeña), está puede acceder virtualmente a casi un 70% 
del volumen remanente (en color gris claro). (b) cuando se introduce una molécula de gran tamaño 
(hexágono) el volumen disponible (en color gris claro) es mucho más limitado, debido a efectos 
estéricos. Las zonas en color gris medio son accesibles a la molécula pequeña (esfera pequeña en 
(a)) pero no a la grande (hexágono en (b)). Adaptado de  Minton, 2001. 
 
Si los supuestos implícitos y las predicciones de este análisis se aplican bajo 
condiciones de infección reales, la actividad antiviral de pequeñas moléculas sobre los 
procesos de asociación que implican macromoléculas víricas podría verse 
considerablemente reducida o abolida en los medios fisiológicos donde la infección viral 
ocurre in vivo. En la última parte de esta tesis doctoral utilizamos como modelo la 
inhibición por péptidos sintéticos del reconocimiento entre VFA y receptores en la 
superficie de células susceptibles para evaluar experimentalmente, por primera vez, esta 
importante predicción de la teoría de la aglomeración macromolecular. 
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 2. OBJETIVOS 
 
Dentro de la línea general de investigación de nuestro grupo sobre ensamblaje, 
estabilidad y desensamblaje de virus, en esta tesis de doctorado nos planteamos seis 
objetivos concretos, que se enuncian a continuación.  La justificación de cada uno de estos 
objetivos, en función de los antecedentes descritos en la Introducción, se realiza en el 
apartado de Resultados correspondiente a cada objetivo. 
 
1. Caracterización bioquímica e inmunoquímica de viriones de VFA modificados 
racionalmente para incrementar su estabilidad frente a la disociación térmica. 
 
2. Investigación de las bases moleculares del efecto termoestabilizante de las mutaciones 
A2065H y D3069E/T2188A en el virión de VFA. 
 
3. Construcción y caracterización de cápsidas vacías recombinantes de VFA modificadas 
mediante ingeniería de proteínas para incrementar su estabilidad frente a la disociación 
térmica. 
 
4. Investigación de las bases moleculares de la compensación del efecto letal de una 
mutación en la interfase entre pentámeros mediante una mutación compensatoria en una 
posición “hot spot” en la cápsida de VFA. 
 
5. Análisis de la importancia funcional de los residuos localizados en las interfases entre 
subunidades protoméricas de la cápsida de VFA. 
 
6. Evaluación del efecto de la aglomeración macromolecular en la actividad de moléculas 
inhibidoras del reconocimiento entre un virus y su receptor celular.
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3. MATERIALES Y METODOS 
 
3.1. Disoluciones y tampones 
 
! Tampón PBS: 1,5 mM KH2PO4; 8,1 mM Na2HPO4.12H2O; 137 mM NaCl; 2,7 mM 
KCl, pH= 7,4. 
! Solución Tripsina-EDTA: 0,5 mg/ml tripsina (DIFCO); 0,016% etilendiaminotetra-
acetato sódico (EDTA, Merck); 0,0015% rojo fenol (Merck); 1,12 mM glucosa 
(Merck) disueltos en PBS pH=7,4. 
! Tampón TE: 10 mM Tris-HCl pH=8,0 (Sigma), 1 mM EDTA. 
! Tampón TAE: 40 mM Tris-acetato sódico pH=8,0, 1 mM EDTA. 
! Tampón TBE: 90 mM Tris-acetato sódico pH=8,0, 2 mM EDTA. 
! Tampón TNE: 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 5 mM EDTA; 100 mM NaCl.  
! Tampón de transferencia: 30,3 g Trizma Base (Sigma), 144,1 g glicina (Merck) y 
agua desionizada hasta un volumen final de 1 litro. 
! Medio Líquido LB: 10 g NaCl, 10 g triptona (Pronadisa), 5 g extracto de levadura 
(Becton Dickinson) y agua desionizada hasta un volumen final de 1 litro. Ajustado a 
pH 7.0.  
! Medio sólido LB-Agar: 10 g NaCl, 10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 20 g agar y 
agua desionizada hasta un volumen final de 1 litro.  
! Tampón de electroporación: 21 mM Hepes pH 7,05 (Sigma), 137 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 0,7 mM Na2HPO4, 6 mM glucosa.  
! Tampón de lisis: 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 125 mM NaCl, y 0,5% NP-40 (Sigma). 
Las sales utilizadas en este trabajo (si no se indica casa comercial) son de Merck.  
 
3.2. Células eucarióticas y su manipulación 
 
3.2.1. Células BHK-21c2 y su cultivo 
 
Se empleó para todos los ensayos la línea celular BHK-21c2 (clon 2). Las células 
BHK-21c2 son fibroblastos de riñón de hámster, y provienen de un clon obtenido mediante 
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dilución límite por de la Torre et al., (1988). Las células se cultivaron hasta confluencia en 
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco), al que se añadieron aminoácidos 
no esenciales (0,44 mM de L-alanina; L-asparagina, L-ácido aspártico, L-ácido glutámico 
y L-prolina (Sigma), cada uno de ellos a una concentración final de 0,4 mM), 50 mg/ml de 
gentamicina (Sigma) y 0,00002% de parahidroxibenzoato de butilo (Sigma) (denominado 
DMEM completo), suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB, Gibco). Las células 
se incubaron a 37ºC en atmósfera con 7% de CO2 y 98% de humedad relativa (Domingo et 
al., 1980), condiciones que se siguieron en todo este trabajo. En general, las células fueron 
cultivadas en placas Petri (Falcon) o botellas de plástico de 175 cm2  (B175, Nunc). Para la 
realización de un nuevo pase celular o para diferentes ensayos, las células confluentes se 
separaron de la placa por tratamiento con solución de tripsina-EDTA previamente 
calentada a 37ºC, se incubaron durante 2-3 min a temperatura ambiente (t.a.), se 
resuspendieron en DMEM con 5% de SFB y se sembraron en placas Petri, botellas o 
placas multipocillo a la densidad celular deseada. 
 
3.2.2. Descongelación de células BHK-21c2 
 
Las células BHK-21c2 contenidas en criotubos (Nunc) y almacenadas en nitrógeno 
líquido se descongelaron rápidamente a 37ºC, luego fueron transferidas a un tubo de 
plástico (Falcon) de 15 ml que contenía 9 ml de DMEM completo calentado a 37ºC. Las 
células se centrifugaron a 1,000 r.p.m. (180 g) durante 5 min a t.a. en una centrífuga de 
mesa (Rotina 46R, Hettich). El sobrenadante fue eliminado completamente y el pellet 
celular se disgregó mediante suave agitación del tubo. Se añadieron 2,5 ml de DMEM 
completo con 10% de SFB para resuspender las células, y a la suspensión celular obtenida 
se agregaron 12,5 ml de DMEM completo con 10% de SFB, agitando suavemente. La 
suspensión celular se añadió a una placa Petri de 100 mm de diámetro (P100) y las células 
se incubaron a 37ºC.  
 
3.2.3. Congelación de células BHK-21c2 
 
Se utilizaron células no completamente confluentes (aproximadamente un 90%), que 
fueron separadas por tratamiento con solución de tripsina-EDTA. Una vez obtenida la 
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suspensión celular (106 células/ml por cada criotubo), se agregó una mezcla de 90% de 
SFB y 10% de dimetil sulfóxido (DMSO, Sigma). La suspensión se agitó brevemente, se 
distribuyó en criotubos y se congeló lentamente a -70ºC. Al cabo de dos días las células se 
transfirieron a nitrógeno líquido. 
 
3.3. Virus e infecciones 
 
3.3.1. Virus utilizados 
 
VFA C-S8c1. Utilizado como virus de referencia, es un clon biológico obtenido mediante 
tres aislamientos sucesivos de placa a partir de monocapas de células BHK-21 infectadas 
con una muestra proveniente de un cerdo enfermo en Sta. Pau, Girona en 1970 (Sobrino et 
al., 1983). Pertenece al subtipo europeo C1 dentro del serotipo C. El virus parental y todos 
los virus mutantes utilizados en este trabajo se obtuvieron mediante transcripción in vitro 
del plásmido recombinante infeccioso pO1K/C-S8c1 (numeral 3.5). La secuencia de 
aminoácidos de la cápsida del virus parental utilizado en esta tesis se muestra en la Figura 
5,  la cual corresponde con la indicada en Escarmís et al., (1999). 
Virus vaccinia recombinante vT7f3. Expresa la RNA polimerasa de T7, y ha sido 
adaptado previamente a células BHK-21c2 (Martínez-Salas et al., 1993). Fue 
proporcionado por la Prof. Encarnación Martínez Salas (Centro de Biología Molecular 
“Severo Ochoa”, Madrid). Se utilizó para la obtención de cápsidas vacías de VFA 
mediante el sistema de expresión basado en vaccinia (numeral 3.13). 
 
3.3.2. Amplificación de VFA en células BHK-21c2  
 
Los virus obtenidos en los diferentes ensayos de electroporación con ARN viral 
infeccioso (numeral 3.8.2) fueron amplificados mediante la infección de monocapas de 
células BHK-21c2 (confluentes al 90%) a elevada multiplicidad de infección (m.d.i.). 
Después de una hora de adsorción a 37ºC, las monocapas se lavaron con DMEM completo 
sin SFB, y se agregó DMEM completo con 2% de SFB. El sobrenadante de infección se 
recogió (junto con las células remanentes), cuando se observó efecto citopático (e.c.) 
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completo, y se congeló a -70ºC. Posteriormente, se descongeló (para efectuar la lisis de las 
células remanentes) y se centrifugó a 2,500 r.p.m. en centrífuga de mesa (Rotina 46R, 
Hettich) durante 10 min a 4ºC. Se tomó el sobrenadante, se hicieron alícuotas y éstas se 
congelaron y almacenaron a -70ºC. 
 
3.3.3. Titulación de VFA mediante plaqueo  
 
El método de plaqueo seguido para la titulación de VFA sobre células BHK-21c2 en 
medio de agar semisólido se ha descrito previamente (Domingo et al., 1980; Sobrino et al., 
1983; Baranowski et al., 1998). Brevemente, se utilizaron diluciones crecientes de virus 
para infectar monocapas de células cercanas a la confluencia, cultivadas en placas Petri de 
60 mm de diámetro (P60). Después de una hora de adsorción del virus a 37ºC, las 
monocapas se lavaron dos veces con DMEM completo sin SFB, se añadió 0,5% de agar 
semisólido en medio DMEM completo con 1% de SFB y 1% de dietilaminoetil(DEAE)-
dextrano, y se incubaron durante 24 h más a 37ºC. Las células se fijaron con 2% de 
formaldehído y se tiñeron con una solución de 2% de cristal violeta y 2% de formaldehído. 
El titulo viral se determinó por duplicado o triplicado mediante contaje de placas de lisis. 
 
3.3.4. Amplificación del virus vaccinia vT7f3 en células BHK-21c2  
 
Para la amplificación de vT7f3 se utilizaron células BHK-21c2, sembradas en 2 P100 
(80-90% de confluencia). Las células se lavaron con DMEM completo sin suero, pre-
calentado a t.a. Se Añadieron a cada P100 100 µl del virus vaccinia vT7f3 y 500 µl de 
DMEM completo sin suero, para un volumen final de 600 µl de inóculo viral.  Las células 
se incubaron durante 1 h a 37ºC. Se retiró el inóculo viral y se agregaron 7 ml de DMEM 
completo con 5% de SFB. A las 20-24 h.p.i, las células se observaron bajo el microscopio 
invertido para verificar la aparición de sincitios. Entre las 40 y 48 h.p.i. se recogió el 
sobrenadante conteniendo el virus, se congeló y se almacenó a -80ºC. 
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Figura 5. Secuencia de aminoácidos de la cápsida de C-S8c1. La secuencia de las proteínas de la 
cápsida del virus empleada en esta tesis doctoral corresponde con la indicada en Escarmís et al., 
(1999). La secuencia correspondiente a cada proteína se indica en un color diferente: rojo (VP4), 
azul (VP2), violeta (VP3) y verde (VP1). La numeración en la parte superior e inferior de la 
secuencia coincide con la utilizada por Escarmís et al., (1999) y por Lea et al., (1994), 
respectivamente. Las posiciones 138, 139, 140 y 144 de VP1 y 59 de VP3 no corresponden a 
ningún aminoácido, ya que el serotipo C-S8c1 presenta deleciones con respecto al virus O1BFS, 
que estos últimos autores tomaron como referencia para la numeración de los residuos.  
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3.3.5. Titulación del virus vT7f3 mediante ensayo de luciferasa 
 
La titulación de preparaciones de virus vT7f3 se realizó mediante un ensayo de 
luciferasa previamente reportado (Martínez-Salas et al., 1989). Para ello, se sembraron 
células BHK-21c2 en pocillos de una placa de 24 pocillos (M24, Nunc). Luego, las células 
se infectaron con 1-2 µl de virus vT7f3 en 200 µl de DMEM completo sin SFB, y se 
incubaron a 37ºC  durante 1 h.  
Treinta minutos antes de finalizar el tiempo de adsorción del virus, se preparó la 
mezcla de transfección, la cual contenía (por pocillo de una placa M24) 0,6 µl del reactivo 
de transfección FuGENE 6 (Roche) disuelto en 19,4 µl de DMEM sin antimicóticos y 
antibióticos; esta solución se incubó por 10 min a t.a. y luego se agregaron 0,3 µg del 
plásmido T7-IRES-pBiC (ver numeral 3.5) como se describió previamente (Martínez-Salas 
et al., 1993). La mezcla se incubó por 15 min adicionales a t.a.  
Tras finalizar la incubación con el inóculo viral, se realizaron dos lavados con 
DMEM sin suero y se agregó 200 µl de DMEM sin suero y  20 µl de mezcla de 
transfección anterior, lentamente, sobre las células infectadas, y éstas se incubaron durante 
4 h a 37ºC. Luego se agregaron 200 µl de DMEM con 10% de SFB, y las células se 
incubaron durante varias horas más, hasta un total de 16-20 horas post-transfección (h.p.t.), 
en función del grado de formación de sincitios. Posteriormente, se retiró el sobrenadante, 
se lavaron los pocillos con 0,5 ml de PBS pre-calentado y se agregaron 100 µl de tampón 
de lisis (numeral 3.1) frío por pocillo. Se incubó durante 3 min y se resuspendió el lisado 
celular. Este se centrifugó a 12,000 r.p.m. por 5 min a 4ºC, y se recogió el sobrenadante. 
Para medir la actividad de la luciferasa se tomó 1 µl del sobrenadante y se resuspendió en 
200  µl tampón de reacción [25 mM de gly-glicina glicilglicina (pH 7,8), 15 mM de sulfato 
de magnesio, 5 mM ATP (pH 7,0) (Sigma), 100 µg/ml de albúmina sérica bovina, 1 mM 
ditiotreitol (Sigma)] en un tubo de luminómetro, en presencia de 1 mM de luciferina 
(Promega). La medición de la emisión de luz se realizó inmediatamente durante 10 
segundos de emisión a 25ºC usando un luminómetro modelo 2010 (Analytical 
Luminiscence). Para normalizar las medidas de bioluminiscencia a partir de los lisados 
celulares se cuantificó la concentración de la proteína mediante el método de Bradford 
(BioRad). Los valores se expresaron en ULR (unidades relativas de luz) por µg de 
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proteína. En promedio se obtuvieron 2 x 106 unidades de luz producidas a partir de 
extractos derivados de 2 x 105 células. Las unidades de luz y ULR obtenidas en cada 
ensayo fueron comparadas frente a los valores obtenidos del sobrenadante (1 µl, 2 µl y 5 
µl) a partir de lisados celulares obtenidos con un virus vT7f3 stock de referencia 
previamente titulado que se colocó en paralelo en cada ensayo.  
 
3.4. Péptidos sintéticos  
 
Para los ensayos de inhibición del reconocimiento entre VFA y su receptor celular 
(numeral 3.19) se utilizaron cuatro péptidos, originalmente suministrados por el Prof. 
David Andreu (Universitat Pompeu Fabra, Barcelona): i) dos péptidos sintéticos solapantes 
que representan la secuencia central de aminoácidos del bucle G-H en la proteína VP1 de  
VFA C-S8c1: péptido A15 (residuos 136-150 de VP1: YTASARGDLAHLTTT) y péptido 
A19 (residuos 138-156 de VP1: ASARGDLAHLTTTHARHLP); ii) el péptido A15RGE, 
una variante inactiva del péptido A15 (YTASARGELAHLTTT), la cual presenta una 
substitución en el motivo RGD de unión al receptor celular de VFA. iii) el péptido A19 
conjugado en múltiples copias a keyhole limpet hemocyanine (KLH). El péptido A19-KLH 
fue dializado inmediatamente antes de usar para eliminar el péptido A19 libre y otros 
contaminantes de bajo peso molecular. Los péptidos están amidados en su extremo C-
terminal, y se usaron disueltos en PBS.  
 
3.5. Plásmidos recombinantes  
 
Para la obtención de viriones de VFA (parental y mutantes) se utilizaron los 
plásmidos pO1K/C-S8c1, p3242/C-S8c1, pO1K/$2292 (Baranowski et al., 1998; Mateo, 
2004) (Figura 6). El plásmido infeccioso quimérico pO1K/C-S8c1 (Figura 6b) se 
construyó a partir de un clon de ADNc infeccioso derivado del aislado O1Kaufbeuren 
(O1K) (Zibert et al., 1990). pO1K/C-S8c1 contiene el ADNc correspondiente a un genoma 
quimérico de VFA que codifica para las proteínas de la cápsida y la proteína no estructural 
2A de C-S8c1, y la proteína 2B y el resto de las proteínas no estructurales del aislado O1K. 
Por tanto, el virión obtenido a partir de este clon infeccioso (utilizado como virus parental 
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en este trabajo), corresponde enteramente a C-S8c1, aunque su genoma contiene algunas 
diferencias de nucleótido con respecto al genoma de C-S8c1 en la región que codifica las 
proteínas no estructurales.  
El plásmido p3242/C-S8c1 (Figura 6d) deriva de un vector comercial pGEM-
5Zf(+), al que se ha insertado un segmento de 3242 p.b. del plásmido pO1K/C-S8c1. Este 
segmento se localiza entre dos sitios de restricción NgoMIV, e incluye la región completa 
de las proteínas de la cápsida de VFA C-S8c1 (Baranowski et al., 1998). Se utilizó como 
vector intermediario para la introducción de mutaciones en viriones de VFA.  
El plásmido pO1K/$2292 (Figura 6c) reportado por Mateo et al., (2003) 
corresponde al vector pO1K/C-S8c1 al que le falta un segmento de 2292 p.b. (entre los 
sitios de restricción Afl II y Avr II). Este segmento incluye parte de la secuencia de la 
proteína L junto con toda la secuencia que codifica para las proteínas estructurales (P1), a 
excepción del último segmento de VP1 a partir de la posición 3757. Sobre este plásmido se 
introdujo mediante subclonación el segmento de 2292 p.b. conteniendo la mutación 
deseada, proveniente de la mutagénesis dirigida del plásmido p3242/C-S8c1 (numeral 3.7). 
Dado que la secuencia de la región que codifica las proteínas estructurales es idéntica entre 
O1K y C-S8c1 desde el sitio Avr II, las cápsidas de los viriones mutantes producidos 
corresponden exactamente con la de C-S8c1, excepto por la presencia de la mutación 
introducida.  
Para la obtención de cápsidas vacías (parental y mutantes) se utilizaron los plásmidos 
PL1-1 y pSKRH-3C (Belsham et al., 2000), suministrados por el Dr. Graham Belsham 
(National Veterinary Institute, Universidad Técnica de Dinamarca, Lindholm). El plásmido 
PL1-1 deriva del vector PGEM4Z e incluye 2193 nt de la P1 de VFA C-S8c1 y los 
primeros 18 nt de la proteasa 2A. El plásmido pSKRH-3C (Belsham et al., 2000), expresa 
la proteasa 3C de un aislado de serotipo A10 de VFA (igualmente activa sobre la 
poliproteína P1 de C-S8c1), bajo el control de un promotor de T7.  
El plásmido pBIC expresa un ARNm biscitrónico de la forma CAT-IRES-
Luciferasa, utilizando el sistema de expresión de la ARN polimerasa T7. La región IRES 
corresponde a la secuencia de C-S8c1. Este plásmido fue utilizado para la titulación de las 
preparaciones del virus vT7f3 mediante la medición de la actividad de la luciferasa 
(Martínez-Salas et al., 1993). 
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Figura 6. Esquema de los plásmidos pO1K/CS8c1, pO1K/!2292, p3242/C-S8c1. (a) esquema 
del genoma de VFA con indicación de algunos sitios de restricción para la cepa O1K. (b-d) 
diagramas de plásmidos utilizados en este trabajo: (b) pO1K/CS8c1; (c) pO1K/$2292; (d) p3242/C-
S8c1. En color blanco o verde se representan los segmentos correspondientes al genoma de VFA 
O1K o CS8c1, respectivamente. Se indican algunos sitios de restricción relevantes para este trabajo.  
 
 
3.6. Oligonucleótidos para mutagénesis dirigida, amplificación o 
secuenciación 
 
Los oligodesoxinucleótidos utilizados para la mutagénesis dirigida de VFA (numeral 
3.7) presentan un tamaño de entre 25 y 45 nucleótidos; la mutación se encuentra 
aproximadamente en la mitad del oligonucleótido, con #10-15 bases de la secuencia 
correcta a ambos lados, presentan un contenido de GC mínimo de 40%, y su extremo 3´ 
termina en uno o más nucleótidos G o C. Los oligonucleótidos se obtuvieron de Invitrogen, 
liofilizados, libres de sales y otros solutos. Se centrifugaron a 12,000 r.p.m. durante 30 
segundos a temperatura ambiente en una microfuga (Mikro 12-24, Hettich),  y se 
disolvieron en tampón TE pH=8,0 a una concentración final de aproximadamente 200 
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nmol/ml, estimada a partir de los datos suministrados por la casa comercial. La 
concentración real se determinó mediante dilución 1/200 en agua y medida de la 
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro UV-1603 (Shimadzu), utilizando para el 
cálculo el coeficiente de extinción específico. Las soluciones preparadas se almacenaron a 
-20ºC. Los oligonucleótidos mutagénicos utilizados se indican en las Tabla 2, Tabla 3 y 
Tabla 4. Para la amplificación o secuenciación de segmentos génicos de VFA (numerales 
3.10 y 3.11), se utilizaron los oligonucleótidos indicados en la Tabla 5.  
 
3.7. Mutagénesis dirigida 
 
3.7.1. Introducción de mutaciones mediante PCR 
 
Para la substitución de aminoácidos en el virión o la cápsida vacía recombinante de 
VFA de C-S8c1 se llevó a cabo una mutagénesis dirigida sobre los plásmidos p3242/C-
S8c1 o PL1-1, respectivamente (numeral 3.5), utilizando la técnica de PCR inversa, el kit 
QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene) y los oligonucleótidos mutagénicos 
que se describen en las Tablas 2, 3 o 4 (numeral 3.6). Se siguieron las instrucciones del 
fabricante, realizando una primera incubación de 30 s a 95ºC, seguida de 14 ciclos 
compuestos por incubaciones de 30 s a 95ºC, 1 min a 55ºC y 14 min a 68ºC, y de una 
incubación final a 4ºC. Luego, la reacción se colocó 2 min en hielo, se añadió 1 µl de DpnI 
(10U/µl, Stratagene) y se incubó durante 1 h a 37ºC. Posteriormente se realizó la 
transformación de células E.coli XL1-Blue (Stratagene) o E.coli XL-10 Gold (Stratagene) 
competentes con el producto de la PCR mutagénica tratado con DpnI. Para ello, se realizó 
una mezcla de un 1 µl del producto de reacción y  50 µl de células competentes; la mezcla 
se incubó en hielo durante 30 min, luego 45 s a 42ºC y, finalmente, 2 min en hielo. Las 
células transformadas se incubaron durante 1 h a 37ºC en medio LB, y se sembraron sobre 
placas Petri en medio sólido LB-agar con ampicilina (100 µg/ml). Las colonias positivas 
fueron amplificadas en medio líquido con ampicilina a la misma concentración, y se 
realizó la extracción del ADN plasmídico mediante el kit Wizard SV Miniprep (Promega), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. La eficacia del proceso de mutagénesis se 
determinó siguiendo las instrucciones del fabricante. La presencia de la mutación fue 
confirmada por secuenciación automática de ADN.  
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la introducción de mutaciones en las 
interfases interprotómero en el virión de VFA 
a Se incluye en la numeración la abreviatura del aminoácido original. Para cada residuo, el primer 
dígito indica la proteína a la que pertenece (VP1, VP2 o VP3) y los tres últimos se refieren a la 
posición dentro de la proteína, según la numeración empleada por Lea et al., (1994).  
b El nombre del oligonucleótido indica el cambio del aminoácido introducido, indicando la 
orientación del oligonucleótido sobre el molde (F, directa-forward o R, inversa-reverse).  
c Se indica la secuencia de nucleótidos con orientación 5’ a 3’. El codón mutagenizado se ha 
subrayado en cada caso.  
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Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la introducción de mutaciones que alteran 
la carga electrostática superficial en el virión de VFA. 
a Se incluye en la numeración la abreviatura del aminoácido original. Para cada residuo, el primer 
dígito indica la proteína a la que pertenece (VP2 o VP3) y los tres últimos se refieren a la posición 
dentro de la proteína, según la numeración empleada por Lea et al., (1994). 
b El nombre del oligonucleótido indica el cambio del aminoácido introducido, indicando la 
orientación del oligonucleótido sobre el molde (F, directa-forward o R, inversa-reverse). Cuando se 
construyeron dobles o triples mutantes se utilizó el ADN molde que contenía ya una de las 
mutaciones, y sobre este se introdujo la segunda mutación. 
c Se indica la secuencia de nucleótidos con orientación 5’ a 3’. El codón mutagenizado se ha 
subrayado en cada caso. 
 
3.7.2. Introducción de mutaciones en el plásmido infeccioso de VFA mediante 
subclonación 
 
Las mutaciones producidas en p3242/C-S8c1 se introdujeron en el clon infeccioso de 
VFA como se ha descrito previamente (Mateo et al., 2003; Mateo y Mateu, 2007). 
Brevemente, p3242/C-S8c1 conteniendo la mutación deseada se digirió con Afll y Avr II, 
para obtener un segmento de 2292 p.b. que se insertó como un cassette en pO1K/$2292 
(numeral 3.5), dando lugar a un clon infeccioso pO1K/C-S8c1 que contenía la mutación. 
Este se utilizó para transformar células E.coli XL-10 Gold ultracompetentes (Stratagene). 
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El ADN plasmídico procedente de una colonia, tras la amplificación en medio líquido, fue 
extraído y purificado mediante el kit Wizard SV Miniprep (Promega). La presencia de la 
mutación y la ausencia de mutaciones acompañantes fueron confirmadas por secuenciación 
automática de ADN. 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para la introducción de mutaciones en la cápsida 
vacía de VFA.  
a Se incluye en la numeración la abreviatura del aminoácido original. Para cada residuo, el primer 
dígito indica la proteína a la que pertenece (VP2 o VP3) y las tres últimas cifras se refieren a la 
posición dentro de la proteína según la numeración empleada por Lea et al., (1994). 
b El nombre del oligonucleótido indica el cambio del aminoácido introducido, indicando la 
orientación del oligonucleótido sobre el molde (F, directa-forward o R, inversa-reversa). Cuando se 
construyeron dobles o triples mutantes se utilizó el ADN molde que contenía ya una de las 
mutaciones, y sobre este se introdujo la segunda mutación. 
c Se indica la secuencia de nucleótidos con orientación 5’ a 3’.  
 
 
3.8. Transcripción in vitro de ARN de VFA y electroporación de células 
BHK-21c2  
 
3.8.1. Transcripción in vitro de ARN 
 
Para la transcripción de ARN de VFA se empleó el kit Riboprobe in vitro 
Transcription System (Promega), a partir de plásmidos pO1K/C-S8c1 mutados y no 
mutados, linearizados mediante la incubación con HpaI, purificados con fenol/cloroformo 
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y disueltos en agua estéril libre de nucleasas. Para la síntesis de ARN se preparó una 
mezcla de reacción (40 µl), que contenía 40 mM de Hepes (pH 7,7), 6 mM de acetato de 
magnesio, 2 mM de espermidina, 10 mM de ditiotreitol, 1 U/µl de RNAsina (Promega), 
2,5 mM de cada ribonucleósido trifosfato (rATP, rUTP, rGTP, rCTP) (Promega), 1 µg/µl 
de pO1K/C-S8c1 linearizado con HpaI y purificado, y 0,5 U/µl de ARN polimerasa de SP6 
(Promega). La mezcla se incubó durante 2 h a 37ºC (Mateo et al., 2003). La concentración 
de ARN obtenida se estimó y ajustó mediante electroforesis en geles de agarosa (Gibco o 
Pronadisa) y tinción con bromuro de etidio (Sigma), tomando como referencia una curva 
patrón de ARN transcrito y purificado mediante columnas de Sephadex G-25 equilibradas 
con Tris-HCl 10 mM (pH 8,0) y EDTA 1 mM (Mini Quick Spin Oligo Columns, Roche) 
para eliminar los nucleótidos sin incorporar.  
 
3.8.2. Electroporación de células BHK-21c2 
 
Se transfectaron mediante electroporación células BHK-21c2 con el ARN vírico 
producto de la transcripción in vitro. Para ello, se utilizaron para cada experimento 2-4 x 
106 células BHK-21c2 procedentes de placas P100 en una confluencia del 70-80%. Las 
células se resuspendieron en 0,5 ml de tampón de electroporación (numeral 3.1) frío. La 
suspensión se transfirió a una cubeta de electroporación (BioRad, 0,4 cm), y se añadieron 
10 µg de ARN de VFA parental o mutante. Como control negativo se utilizó tampón de 
electroporación sin ARN. Para la transfección se utilizó un electroporador Gene Pulser 
(BioRad), empleando dos pulsos consecutivos de 2 s cada uno, de 280 V, 250 µF y 400 $. 
A continuación la suspensión de células se transfirió a una botella de 25 cm2 (Nunc) que 
contenía 4 ml de DMEM con 10 % de SFB, y las células se incubaron a 37ºC durante 4 h. 
Después de la incubación,  se retiró el medio y se añadieron 2 ml de DMEM con SFB al 
2%. El e.c. fue evaluado bajo microscopio invertido (DMIL, Leica) y los virus del 
sobrenadante de la infección se recogieron secuencialmente a las 45, 55, 72 y/o 95 h.p.t. 
Posteriormente, las suspensiones celulares fueron clarificadas por centrifugación a 2,500 
r.p.m. durante 10 min a 4ºC, para eliminar todos los restos celulares, y se dividieron en 
alícuotas, que se almacenaron a -70ºC. 
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Tabla 5. Oligonucleótidos empleados para la amplificación y secuenciación de 
segmentos genómicos de VFA. 
a Se indica la región genómica donde hibrida el oligonucleótido (ver Figura 6a). 
b Se indica el nombre de cada uno de los oligonucleótidos utilizados. 
c Se indica la secuencia de nucleótidos con orientación 5’ a 3’.  
d Posición en el genoma de VFA del nucleótido en el extremo 5’ del oligonucleótido. La 
numeración corresponde a la reportada por Escarmís et al., (1999). 
e Orientación del oligonucleótido iniciador: s (sentido), misma polaridad que el RNA genómico y a 
(antisentido), polaridad inversa. 
 
3.9. Extracción de ARN de VFA 
 
El ARN vírico fue extraído a partir de viriones procedentes de sobrenadantes de 
infección de monocapas celulares. Para 150 %l de sobrenadante se añadieron 400 %l de 
Trizol-LS (Invitrogen), y la mezcla se incubó durante 5 min a t.a. Se añadieron 200 %l de 
cloroformo (Merck), la mezcla se agitó abundantemente y se incubó durante 10 min a t.a. 
Posteriormente, se centrifugó a 12,000 r.p.m. durante 15 min a 4ºC. Se recogió la fase 
acuosa y se añadieron 250 %l de isopropanol (Merck). Luego, el ARN se precipitó por 1 h 
a -20ºC, y se centrifugó a 12,000 r.p.m. durante 10 min. Se lavó con 500 %l de 75% de 
etanol (Merck) y se centrifugó a 10,000 r.p.m. durante 10 min. Finalmente, se resuspendió 
el ARN en 30 %l de agua con dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma) y se almacenó a -70ºC. 
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3.10. Obtención de ADN a partir de ARN vírico mediante RT-PCR 
 
Para obtener los segmentos de ADN de doble cadena deseados a partir del ARN 
extraído de viriones, se realizó una proceso acoplado consistente en la transcripción 
inversa catalizada por la retrotranscriptasa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT, 
Promega), y la amplificación del segmento de ADN mediante PCR, utilizando la ADN 
polimerasa termoestable EHF (Expand High Fidelity, Roche) y los oligonucleótidos 
apropiados. Se siguieron las instrucciones facilitadas por el fabricante, realizando el 
proceso de amplificación por RT-PCR en un sólo paso en el tampón y concentración 
óptimas para la enzima EHF. La mezcla de la reacción (50 %l), contenía 3-4 %l de solución 
de ARN vírico, 100 ng de cada oligonucleótido iniciador (ver Tabla 5; numeral 3.6), de 
acuerdo a la región a amplificar, 5 %l de tampón de reacción 10X para EHF (Tampón 3, 
Roche), 1,5 mM de MgCl2, 0,1 mM de cada desoxinucleósido trifosfato (dATP, dTTP, 
dGTT, dCTT; Invitrogen), 0,3 %l de RNAsina (1 U/%l, Promega), 0,5 %l de AMV-RT (10 
U/%l, Promega), 0,5 %l de EHF (10 U/%l, Roche). La incubación se realizó durante una 
hora a 42ºC, seguida de 2 min a 95ºC, y de 30 ciclos compuestos por incubaciones 
sucesivas de 30 s a 95ºC, 1 min a 60ºC y 3 min con 30 s a 68ºC, y finalmente una 
extensión de 10 min a 72ºC. Los productos de RT-PCR fueron purificados mediante el kit 
Montage PCR (Millipore), siguiendo las instrucciones de fabricante. El ADN purificado se 
cuantificó mediante electroforesis en geles de agarosa y tinción con bromuro de etidio. 
 
3.11. Secuenciación 
 
La secuenciación de ADN se realizó en la compañía Macrogen, Inc. (Seúl, Corea del 
Sur), o en el Servicio Interdedepartamental de Investigación (SIDI) de la Universidad 
Autónoma de Madrid/Unidad Genómica del Parque Científico de Madrid. Para cada 
reacción de PCR se enviaron 50 ng de los productos de RT-PCR previamente purificados 
como se describió en el numeral 3.10, y 100 ng de los plásmidos pO1K/C-S8c1 o p3242/C-
S8c1. Se emplearon 3 pmol de cada uno de los oligonucleótidos para la secuenciación de 
segmentos genómicos de VFA (Tabla 5; numeral 3.6). El análisis de las secuencias se 
realizó con el programa 4peaks (http://mekentosj.com/4peaks/). 
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3.12. Obtención, purificación e inactivación de viriones de VFA 
 
3.12.1. Obtención y purificación de viriones marcados radiactivamente con 35S 
 
Se infectaron aproximadamente 1,2 x 108 células BHK-21c2 sembradas en B175 
(Nunc) a una m.d.i. de 3. Después de 2 horas post-infección (h.p.i.) se retiró el medio y se 
añadió medio DMEM deficiente en metionina y cisteína, suplementado con 5% de SFB. Se 
realizó una incubación por 1 h y se añadió una mezcla radiactiva L-(35S) 
Metionina/Cisteína (Easytag Express protein labeling mix, PerkinElmer). Se recogió de 
modo conjunto el sobrenadante y las células remanentes cuando se observó efecto 
citopático completo, y la suspensión se almacenó a -70ºC. Subsiguientemente, esta 
suspensión se descongeló y se centrifugó a 2,500 r.p.m. por 10 min a 4ºC. Luego se tomó 
el sobrenadante libre de células y se centrifugó a 9,000 r.p.m. en un rotor SS34-V1 
(Sorvall) durante 20 min a  4ºC. Posteriormente, se adicionó 5 mM de EDTA, pH 8,0, y se 
ultracentrifugó a través de un colchón de sacarosa al 20% en tampón TNE en un rotor AH-
627 (Sorvall) a 25,000 r.p.m. durante 2.5 h a 4ºC. El sedimento se resuspendió en TNE, y 
la suspensión se sometió a ultracentrifugación en gradiente de sacarosa del 7,5% y 30% en 
TNE en un rotor SW40 (Beckman) a 37,000 r.p.m por 1 h a 4ºC. El gradiente se fraccionó 
en alícuotas de 0,5 ml, y se determinaron las fracciones que contenían viriones mediante 
detección de radiactividad en un contador de centelleo líquido (1219 Rackbeta, Wallac). 
Las fracciones que contenían los viriones (coeficiente de sedimentación de 140S), se 
mezclaron y se dializaron extensivamente frente a PBS.  
 
3.12.2. Obtención y purificación de viriones de VFA no marcados 
 
Los viriones fueron purificados como se describió en el numeral 3.12.1, excepto que 
se utilizó medio DMEM normal y se omitió el marcaje radiactivo con metionina-cisteína. 
Las fracciones que contenían viriones se determinaron mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 11% conteniendo dodecilsulfato sódico (SDS, Sigma) y 8 M de Urea 
(SDS-Urea-PAGE).  
 
Materiales y Métodos 
 62 
3.12.3 Inactivación de viriones de VFA con etilenimina binaria  
 
Viriones de VFA (purificados como describió en el numeral 3.12.2) se inactivaron 
añadiendo etilenimina binaria (BEI) como se describió previamente (Aarthi et al., 2004; 
Patil et al., 2002). Para ello, se disolvió 0,01 M de hidrobromuro de 2-bromoetilamina 
(BEA, Merck) en una solución de 0,2 N de hidróxido sódico. Posteriormente, se agregó 0,5 
ml/L de violeta "-naftol, para visualizar de forma indirecta la formación de BEI, dado por 
un cambio de color de violeta a naranja (#15 min), provocando una disminución en el pH 
de #12,5 a #8,5. La suspensión se incubó a 37ºC durante #1 h, con agitación periódica. La 
inactivación se prolongó durante 24 h adicionales. Después de la inactivación, el BEI 
residual en el producto se neutralizó por adición de 2% de tiosulfato de sodio. Al final de 
la inactivación el virus fue dializado frente a PBS durante toda la noche. Para verificar la 
inactivación completa de virus, se realizó un ensayo de plaqueo en medio de agar 
semisólido en células BHK-21c2, en el cual no se observaron unidades formadoras de 
placas en ninguna de las diluciones probadas (100-10-8). 
 
3.12.4. Inactivación de viriones de VFA mediante la inducción de actividad 
endonucleasa 
 
Viriones de VFA (purificados como se describe en el numeral 3.12.2) se inactivaron 
mediante activación de endonucleasa endógena como se ha descrito previamente (Amadori 
et al., 1987; Patil et al., 2002; Scodeller et al, 1984). Brevemente, 2,4 ml de una 
suspensión de virus en PBS incompleto, se mezcló con 1,2 ml de una solución de 
inactivación (0,3 M de Tris-HCl pH= 8,5, 1,5 M de NH4Cl). La solución se filtró a través 
de una membrana de acetato de celulosa de 0,45 µm (Palm Life Sciences) y se incubó 
durante 4 h a 37ºC. Al final de la inactivación el virus fue dializado frente a PBS. Para 
verificar la inactivación completa de virus, se realizó un ensayo de plaqueo en medio de 
agar semisólido en células BHK-21c2, en el cual no se observaron unidades formadoras de 
placas en ninguna de las diluciones probadas (100- 10-8). 
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3.13. Expresión y purificación de cápsidas vacías de VFA  
 
Para la obtención de cápsidas vacías de VFA en pequeñas cantidades se utilizó un 
sistema de expresión basado en virus vaccinia recombinante. La puesta a punto del método 
implicó el ensayo de diferentes modificaciones en el procedimiento. A continuación se 
describen los métodos finalmente implementados para la producción analítica o 
preparativa. 
 
3.13.1. Expresión analítica de cápsidas vacías de VFA  
 
Células BHK-21c2 sembradas en placas de 6 pocillos (M6, Nunc) a una confluencia 
entre 80-90% fueron infectadas con 8 µl de vT7f3 previamente titulado (2 x 106 unidades 
de luz,  numeral 3.3.5), diluido en DMEM completo sin suero para dar un volumen total de 
200 µl por pocillo. Las células se incubaron a 37ºC durante 1 h.  
Treinta minutos antes de finalizar el tiempo de adsorción del virus se preparó la 
mezcla de transfección como sigue: se diluyeron 3 µl de FuGENE 6 (Roche) en DMEM 
(sin suero, antimicóticos y antibióticos) para un volumen final de 100 µl. La mezcla se 
incubó durante 10 min a t.a., y luego se agregaron 2 µg del plásmido PL1-1 (parental o 
mutante) en ausencia o presencia del plásmido pSKRH-3C (0,2 – 0,5 µg por pocillo) y la 
mezcla resultante se incubó durante 15 min a t.a.  
Tras finalizar el tiempo de adsorción del virus, los pocillos se lavaron dos veces, 
utilizando  cada vez 1 ml de DMEM sin suero. Luego se agregó 1 ml de DMEM sin suero. 
A continuación se agregaron 100 µl de la mezcla de transfección, y las células se 
incubaron durante 4 h a 37ºC. Luego se agregó 1,5 ml de DMEM con 10% de SFB. 
Adicionalmente, las células que fueron transformadas con PL1-1, fueron co-transfectadas 
después de 8 h.p.t. con el plásmido pSKRH-3C (0,2 µg – 0,5 µg por pocillo), y se continuó 
la incubación hasta cumplir 16 a 24 h.p.t. Posteriormente, se retiró el sobrenadante, se lavó 
la placa con 0,5 ml de PBS y se agregaron 100 µl de tampón de lisis (numeral 3.1) frío por 
pocillo. Se incubó durante 3 min y se resuspendió el lisado. Luego se centrifugó a 12,000 
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r.p.m. por 5 min a 4ºC. Los lisados celulares fueron analizados por SDS-PAGE y Western 
Blot como se describe en el numeral 3.13.4. 
 
3.13.2. Expresión de cápsidas vacías de VFA en el sistema de expresión de 
virus vaccinia recombinante a gran escala 
 
Células BHK-21c2 sembradas en P100 (10-15 P100 por preparación) con una 
confluencia de 80-90%, fueron infectadas con 72 µl de vT7f3 por P100 en 528 µl de 
DMEM completo sin suero, para un volumen final de 600 µl de inóculo viral (2 x 106 
unidades de luz,  numeral 3.3.5) en DMEM completo sin suero (en un volumen total de 
inóculo de 720 µl para 10 P100 o 1080 µl para 15 P100) , y las células se incubaron a 37ºC 
durante 1 h.  
La mezcla de transfección se preparó como se indica en el numeral 3.13.1, usando 
las siguientes cantidades por P100: 27 µl de FuGENE 6 (Roche o Promega) para un 
volumen final de mezcla de 600 µl; 18 µg del plásmido PL1-1 (parental o variante) en 
ausencia o presencia 4,5 µg del plásmido pSKRH-3C. 
Tras finalizar el tiempo de adsorción del virus, los pocillos se lavaron dos veces, 
utilizando  cada vez 3 ml de DMEM sin suero, y se agregaron 600 µl de la mezcla de 
transfección. Las células se incubaron durante 4 h a 37ºC. Luego se agregaron 3 ml de 
DMEM con 10% de SFB y se continuó la incubación hasta cumplir 16 a 24 h.p.t. 
Posteriormente, se retiró el sobrenadante, se lavó la placa con 0,5 ml de PBS y se 
agregaron 500 µl de tampón de lisis frío por pocillo. Se incubó durante 3 min y se 
resuspendió el lisado. Luego se centrifugó a 12,000 r.p.m. por 5 min a 4ºC. Los lisados 
celulares fueron analizados como para las preparaciones a pequeña escala. 
 
3.13.3. Purificación de cápsidas vacías de VFA 
 
Se obtuvieron cápsidas vacías de VFA mediante el sistema de expresión de vaccinia 
recombinante como se describió en el numeral 3.13.2. Se ensayaron una serie de 
procedimientos de purificación modificando diversas etapas y condiciones. A continuación 
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se describe el protocolo que permitió un mejor compromiso en cuanto a cantidad y pureza 
de las cápsidas vacías obtenidas. 
Los lisados celulares conteniendo cápsidas vacías se centrifugaron a 14,000 r.p.m., 
por 10 min a 4ºC. Se tomó el sobrenadante, que se ultracentrifugó a través de un colchón 
de sacarosa al 20% en tampón TNE en un rotor SW40 (Beckman) a 35,000 r.p.m. durante 
5 h a 4ºC. Al sedimento se le añadieron 400 µl de TNE,  y se dejó durante toda la noche a 
4ºC. Al día siguiente, el sedimento se resuspendió completamente pero cuidadosamente 
con jeringa y aguja de 22G, y la suspensión se sometió a ultracentrifugación en gradiente 
de sacarosa del 7,5% al 30% en TNE en un rotor SW40 a 37,000 r.p.m. durante 3 h a 4ºC. 
El gradiente se fraccionó en alícuotas de 0,6 ml, y se determinaron las fracciones que 
contenían las cápsidas vacías mediante Western Blot utilizando el anticuerpo monoclonal 
MAb SD6 (Mateu et al., 1987). Las fracciones que contenían las cápsidas vacías 
(coeficiente de sedimentación de 75S), se mezclaron y se dializaron extensivamente frente 
a PBS. A continuación, se concentraron a un volumen final de 1-1,5 ml usando un 
dispositivo Amicón Ultra-4 con un peso molecular de corte de 100,000 kDa (Millipore), de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y se sometieron a ultracentrifugación en 
gradiente de cloruro de cesio (obtenido de una solución de índice de refracción 1,380 
g/ml), en un volumen total de 10 ml. Se centrifugó en un rotor TFT. 75.13 o TST.80.13 
(Beckman) a 50,000 r.p.m. durante 24 h a 8ºC. El gradiente se fraccionó en alícuotas de 0,8 
ml y se determinaron las fracciones que contenían las cápsidas vacías mediante Western 
Blot empleando el MAb SD6. Posteriormente, las fracciones que contenían las cápsidas 
vacías fueron dializadas frente a PBS y concentradas usando un dispositivo Amicón Ultra-
4 de 100,000 kDa.  
Finalmente, para obtener una preparación de cápsidas vacías con la mayor pureza 
posible, se intentó eliminar los pentámeros de VFA que normalmente contaminan las 
preparaciones de cápsida mediante cromatografía de afinidad utilizando una columna de 
Affigel 10 (BioRad) en la que se había acoplado el fragmento de anticuerpo específico para 
pentámeros VHH2 M3ggsVI-4Q6E. El acoplamiento del anticuerpo a la matriz se realizó 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se lavó 1 ml de gel con tres 
volúmenes de agua desionizada estéril fría, y se resuspendió en 1 ml de solución del 
anticuerpo a una concentración de 10 mg/ml en tampón MOPS 20 mM, pH 7,0 (Sigma), 
incubándose durante 3,5 h a 4ºC con agitación suave. Luego se montó el gel en una 
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columna HR5/10 (Pharmacia Biotech) y se lavó con MOPS 20 mM, pH 7,0 a un flujo de 
0,08 ml/min, hasta que la absorbancia a 280 nm (A280) bajó a cero. Finalmente, la columna 
se lavó con tres volúmenes de PBS y se guardó en PBS con 0,2% de azida sódica.   
Para la eliminación de pentámeros de preparaciones de cápsidas vacías, la suspensión 
de cápsidas parcialmente purificadas y concentradas (100 µl) se pasó a través de la 
columna de Affigel 10 con el anticuerpo acoplado, a un flujo de 0,8 ml/min. Las fracciones 
no retenidas que contenían las cápsidas vacías fueron concentradas mediante ultrafiltración 
como antes, y analizadas mediante microscopia electrónica (numeral 3.13.5). La proteína 
retenida se eluyó con 0,1 M de citrato de sodio (pH 2,5) a un flujo de 0,8 ml/min. 
Posteriormente, la columna se lavó con tres volúmenes de PBS. 
Como un método alternativo para eliminar los pentámeros de las preparaciones de 
cápsidas vacías, se ensayó la posibilidad de utilizar el fragmento de anticuerpo VHH2 
M3ggsVI-4Q6E acoplado a bolas magnéticas (Dynabeads M-280 Tosyl-activated, 
Invitrogen), en vez de a una matriz de Affigel. El anticuerpo fue acoplado siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron las bolas magnéticas con la 
cantidad adecuada del anticuerpo  (40 µg) en 1 ml de tampón borato sódico 0,1 M, pH 9,0, 
a 37ºC durante 16 h, con rotación suave constante. Luego se lavaron con PBS y se 
bloquearon los sitios no ocupados con el anticuerpo con un tampón Tris-HCl 0,2 M, pH 
8,5 conteniendo 0,1% de BSA, durante 4 h a t.a. Por último, se lavaron con PBS y se 
guardaron a 4ºC.  
Para la eliminación de pentámeros de preparaciones de cápsidas vacías, las bolas 
magnéticas se lavaron dos veces con PBS, este se retiró y se incubaron con 1 ml de la 
preparación de cápsidas concentradas, durante toda la noche a 4ºC, con rotación suave y 
constante. Se tomó el sobrenadante que contenía las cápsida vacías, y se hicieron tres 
lavados sucesivos con PBS durante 5 min. La elución de la proteína retenida se hizo 
utilizando un tampón glicina 0,2 M, pH 2,2. Se tomó el sobrenadante y se neutralizó 
rápidamente con tampón Tris-HCl 1 M, pH 9,1. Los sobrenadantes recogidos se analizaron 
mediante microscopia electrónica (numeral 3.13.5).  
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3.13.4. Análisis de la pureza de preparaciones de cápsidas vacías mediante 
SDS-PAGE y Western Blot 
 
La identificación de fracciones procedentes de gradientes de sacarosa o ClCs que 
contenían cápsidas vacías, y el análisis de la pureza de las preparaciones de cápsidas 
vacías, se realizaron mediante SDS-PAGE y Western Blot. Una alícuota de 10 µl se 
mezcló en proporción 1:1 con tampón de ruptura 2x (0,1 M Tris-HCl pH 6,8, 8,3% de 
glicerol (Merck), 3,3% de SDS, 4% de "-mercaptoetanol (Merck), 0,16 mg/ml de azul de 
bromofenol (Sigma)), se incubó a 100ºC durante 2 min y se aplicó a geles al 12% de 
acrilamida (BioRad).Tras la electroforesis, la proteína en el gel se transfirió a una 
membrana de NC (BioRad) utilizando un sistema semihúmedo (BioRad) durante 1 h a 400 
mA con agitación y a 4ºC. La NC se incubó con leche en polvo (Nestlé) al 5% en PBS con 
0,1 % Tween-20 (Sigma) durante 1 h a t.a. o durante toda la noche, con agitación. Luego 
se incubó durante 1 h a t.a. con una mezcla de MAbs específicos para las proteínas VP1, 
VP2 y VP3, (SD6, 4A3 (suministrado por la Dra. Emiliana Brocchi, Istituto 
Zooprofilattico della Lombardia e dell Emilia, Brescia, Italia) y 6F6, respectivamente; 
Mateu et al., 1987),  diluidos 1/2000 en PBS con 0,1% de Tween y 5% de leche en polvo. 
A continuación se lavó la NC por 3 veces durante 10 min con PBS con 0,1% de Tween-20. 
Seguidamente, se añadió el anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a peroxidasa 
(BioRad) diluido 1/2000 en PBS con 0,1% de Tween-20 y 5% de leche en polvo. La NC se 
incubó a t.a. durante 30 min, se lavó de nuevo 3 veces durante 10 min con PBS con 0,1% 
de Tween-20, se realizó un último lavado con PBS (sin Tween-20) y se reveló con el kit 
ECL (GE Healthcare). Para ello, se mezclaron los reactivos de revelado en relación 1:1 y 
se añadieron a la membrana de NC, incubando 3 min. A continuación se retiró el exceso de 
líquido sobre un papel secante, se cubrió la NC con plástico transparente y se realizaron 
autorradiografías con distintos tiempos de exposición (de segundos a minutos). 
Finalmente, cuando fue necesario cuantificar la intensidad de las bandas tanto en 
geles de SDS-PAGE como en autorradiografías, se llevó a cabo un densitometrado de las 
mismas con un densitómetro GS-800 o GS-710 (BioRad) y el programa de análisis 
Quantity One 1-D Análisis (BioRad). 
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3.13.5. Análisis y visualización de cápsidas vacías de VFA mediante 
microscopía electrónica 
 
Cápsidas vacías purificadas como se detalla en el numeral 3.13.3 fueron adheridas 
durante 4 min sobre rejillas de cobre de 300 huecos por pulgada, recubiertas de colodión y 
carbono e ionizadas (Gilder). Las rejillas se lavaron con agua tridestilada tres veces 
sucesivas, y posteriormente se tiñeron con 2% de fosfotungstato de sodio a pH 7,14 o 2% 
de acetato de uranilo (Panreac) durante 1 min. Las muestras fijadas se observaron en un 
microscopio electrónico de transmisión (JEM-1010, JEOL) en el servicio de microscopía 
electrónica del CBMSO, con la ayuda de la Dra. María Teresa Rejas y la técnico Milagros 
Guerra. Se tomaron fotografías desde 40,000 hasta 100,000 aumentos (en general) 
utilizando la cámara TemCam-F416 (TVips) acopladas al microscopio y el programa de 
digitalización ME-MENU4 (TVips). 
Para estimar la concentración y cantidad de cápsidas vacías obtenidas se utilizaron 
bolas de látex S130-1 (BAL-TEC), de 112 nm de diámetro y una concentración de 1,29 x 
1012 bolas/ml. Las bolas de látex se desagregaron mediante sonicación en un baño (P. 
Selecta Ultrasons) durante 30 min. Las partículas víricas a cuantificar se mezclaron en 
distintas relaciones con las bolas de látex en un volumen final de 10 µl. La mezcla se 
sometió a tinción negativa y se visualizó al microscopio electrónico como se ha descrito en 
el párrafo anterior, tomando imágenes a 50,000 aumentos. La relación entre la cantidad de 
partículas virales y bolas se promedió contando un número suficiente de campos, y esta 
relación se multiplicó por la concentración de bolas para estimar la concentración de las 
partículas virales en la muestra.  
 
3.14. Ensayo de la cinética de producción de VFA  
 
Este ensayo se realizó esencialmente como se describió previamente (Mateo y 
Mateu, 2007). Para cada una de las variantes de VFA y el virus parental como control, se 
infectaron dos P60 (3 x 106 células) confluentes a una m.d.i. de 10. La progresión del e.c. 
fue comparada a diferentes tiempos mediante la observación bajo microscopio invertido 
(DMIL, Leica). La cinética de producción de virus extracelular se determinó mediante 
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titulación por plaqueo (numeral 3.3.3) de las alícuotas de virus recogidas en diferentes 
instantes de tiempo post-infección (0, 3, 6, 9, 12, y 24 h). Tanto el ensayo de producción 
viral como el plaqueo se realizaron por duplicado. 
 
3.15. Ensayo de la formación de intermediarios de ensamblaje de VFA 
mediante inmunofluorescencia in situ  
 
Se utilizaron células BHK-21c2 (confluencia de un 80%), las cuales fueron 
electroporadas como se describe en el numeral 3.8.2. Se sembraron aproximadamente 2,5 x 
105 células electroporadas en 1 ml de DMEM completo directamente sobre cubreobjetos 
redondos de 12 mm de diámetro (Menzel-Gläser) colocados en una placa M24 (Falcon). 
Las células se incubaron durante 4 h a 37ºC. Posteriormente, el medio fue retirado y 
reemplazado por DMEM con 2% de SFB, y las células se incubaron durante 30 h a 37ºC. 
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con PBS precalentado a 37ºC, y el lavado 
se repitió dos veces más. A continuación, las células se fijaron con 4% de formaldehído 
(Merck) durante 30 min. Se retiró el formaldehído y se realizaron tres lavados sucesivos 
con PBS (5 minutos cada lavado). Después, las células se incubaron durante 10 min en un 
tampón 10 mM Glicina-NaOH pH 8,5, y se permeabilizaron con 0,2% de Tritón X-100 
(Sigma) en PBS durante 10 min a 4ºC. Se realizaron tres lavados sucesivos con PBS, 
seguidos de incubación durante 15 min a t.a. en 3% de albúmina sérica bovina (BSA, 
Sigma) en PBS. A continuación, las preparaciones de incubaron durante 1 hora a t.a. en 
una solución de MAb 5C4 (suministrado por la Dra. E. Brocchi); se utilizó fluido ascítico a 
una concentración 1/500, en 3% de BSA en PBS. Este anticuerpo reconoce un epítopo 
discontinuo presente tanto el protómero biológico no procesado como en la superficie de la 
cápsida ensamblada, pero no reconoce proteínas aisladas (Mateu et al., 1994; Lea et al., 
1994; Sáiz et al., 1994). Se lavaron las células tres veces sucesivas con PBS (10 min cada 
lavado), y se incubaron durante 1 h a t.a. en oscuridad con un anticuerpo anti-IgG de ratón 
(Alexa 488, Invitrogen); se utilizó una dilución de 1/500 en PBS con 3% de BSA, y se 
realizaron tres lavados sucesivos con PBS. Para el posterior contaje celular, se realizó una 
incubación durante 3 min con 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Calbiochem) a una 
concentración final de 1 µg/ml preparado en PBS. Tras varios lavados finales con PBS, los 
cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos (Menzel-Gläser), utilizando Mowiol-
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DABCO. Las preparaciones se dejaron secar durante 24 h a t.a, y se visualizaron en 
microscopio vertical de fluorescencia Axioskop plus (Zeiss) acoplado a una cámara CCD 
Coolsnap FX color (Roper Scientific). Las imágenes se procesaron utilizando el programa 
Metavue 5.07 (Universal Imaging Corporation). Finalmente, se contaron suficientes 
campos hasta completar 600 células (tinción positiva para DAPI), o bien el número de 
células totales en el cubreobjeto si éste era inferior a 600, y se determinó el porcentaje de 
estas células totales que resultaron con fluorescencia positiva para 5C4. 
 
3.16. Análisis de la especificidad antigénica de VFA mutantes 
 
Se obtuvieron viriones parcialmente purificados mediante ultracentrifugación a 
través de un colchón de sacarosa al 20% en tampón TNE. La cantidad de proteína total fue 
estimada por SDS-Urea-PAGE. Cantidades iguales de viriones purificados (1-2 µg) fueron 
transferidas a membranas de nitrocelulosa (NC, BioRad), prelavadas por 1 h con PBS, 
usando un aparato de dot-blot (BioRad). Después de la adsorción a presión atmosférica, los 
pocillos fueron lavados extensivamente con PBS por filtración en vacío. Posteriormente, la 
NC se saturó con 3% de BSA en PBS y se incubó por 90 min a t.a. con diluciones seriadas 
de sobrenadantes de cultivo de hibridomas o fluído ascítico conteniendo MAb anti-VFA 
(Mateu et al., 1987) en PBS-1% BSA (los anticuerpos utilizados se indican en el siguiente 
párrafo). Se lavó dos veces con 0,05% de Tween 20 en PBS (como en todos los pasos de 
lavado subsecuentes). Luego, la NC se incubó por 1 h en una dilución 1/2000 en PBS-1% 
BSA de un IgG anti-ratón preparado en cabra, y conjugado a peroxidasa (BioRad). Se lavó 
brevemente con PBS, y luego 2 x veces con 0,005% de Tween 20 en PBS durante 40 min 
cada vez. Finalmente, se añadió una solución de 0,015% de H2O2; 0,5 mg/ml de 4-cloro-1-
naftol (Sigma) y 20% de metanol en PBS. Una vez se desarrolló el color, la reacción se 
detuvo con agua destilada.  
El panel de MAbs utilizado es representativo para los diferentes sitios antigénicos de 
VFA C-S8c1 y se ha describió previamente (Mateu et al., 1987, 1990, 1994; Lea et al., 
1994). Para el sitio A, se utilizaron los MAbs SD6, 4G3, 4C4, 5A2, 7JD1,  para el sitio C 
el MAb 7JA1 y para los subsitios D1, D2 y D3 los MAbs 1G5, 2E5 y 5C4, 
respectivamente. 
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3.17. Determinación de la estabilidad de viriones y cápsidas vacías de 
VFA 
 
3.17.1. Determinación de la estabilidad térmica del virión frente a la 
inactivación de su infectividad 
 
La resistencia de viriones de VFA a la inactivación térmica de su infectividad se 
determinó mediante experimentos cinéticos. Para ello, se tomó una alícuota de 1 ml de 
virus amplificado a partir de sobrenadante de cultivo obtenido de infección o transfección 
de células BHK-21c2, con un título viral aproximado entre 2 x 107- 4 x 107 unidades 
formadoras de placa (PFU) por ml. Se realizó la incubación a una temperatura constante de 
42ºC durante diferentes intervalos de tiempo (30, 60, 120, 180 y 240 min). Tras la 
incubación, las muestras se transfirieron a hielo, y el título de virus se determinó mediante 
plaqueo utilizando diferentes diluciones (numeral 3.3.3). Los títulos obtenidos tras los 
diferentes tiempos de calentamiento se ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial 
de primer orden usando el programa Kaleidagraph (Abelbeck Software), como se ha 
descrito previamente (Mateo et al., 2003; Mateo, 2004), para obtener la constante cinética 
de inactivación de la infectividad del virión.  
 
3.17.2. Determinación mediante ultracentrifugación de la estabilidad del virión 
frente a su disociación en subunidades 
  
La resistencia de viriones de VFA frente a la disociación en subunidades 
pentaméricas por acción del calor o a diferentes pHs se determinó normalmente mediante 
la cuantificación directa de la cantidad de viriones remanentes en experimentos cinéticos. 
Para ello, alícuotas de viriones purificados y marcados radiactivamente con 35S se 
incubaron en las condiciones deseadas. i) Ensayos del efecto de mutaciones sobre la 
estabilidad térmica: se realizaron incubaciones a 42ºC durante diferentes intervalos de 
tiempos (4, 8, 18, 30, 40 y 60 h). ii) Ensayos de estabilidad térmica a diferente fuerza 
iónica: se realizaron incubaciones a 42ºC en presencia o ausencia de 1 M de NaCl, durante 
los intervalos de tiempo indicados antes. iii) Ensayos de estabilidad a diferentes pHs: se 
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mezclaron alícuotas de 100 µl de viriones con 300 µl de tampón fosfato salino (50 mM 
NaPO4 y 140 mM NaCl) a diferentes pHs (5,6 – 7,2), y la mezcla se incubó durante 30 min 
a t.a. Posteriormente, las muestras fueron neutralizadas mediante la adición de 1 M de Tris-
HCl pH= 7,6.  
Inmediatamente después de cualquiera de las incubaciones indicadas, las muestras se 
transfirieron a hielo, y posteriormente se sometieron a ultracentrifugación en gradientes de 
sacarosa del 7,5% al 45% en tampón TNE en un rotor SW40 (Beckman) a 18.000 r.p.m. 
durante 18 h a 4ºC. El gradiente se fraccionó en alícuotas de 0,5 ml. La cantidad relativa de 
viriones completos (140S) en cada alícuota se determinó en un contador de centelleo 
líquido (1219 Rackbeta, Wallac). En general, cuando se analizaron virus mutados, se 
utilizó  en el mismo experimento, como control positivo, un virus  parental que había sido 
purificado y procesado en paralelo con el mutante investigado, para excluir que alguna 
diferencia en el procedimiento pudiera afectar a los valores relativos de estabilidad. En el 
caso de las cinéticas, los datos (proporción de viriones remanentes en función del tiempo 
de incubación) se ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial de primer orden 
usando el programa Kaleidagraph (Abelbeck Software), para obtener la constante cinética 
de disociación del virión en subunidades. En el caso de los estudios a diferentes pHs, los 
datos (proporción de viriones remanentes a cada pH tras un tiempo fijo de incubación) se 
normalizaron con respecto al valor obtenido a pH 7,2. 
 
3.17.3. Determinación mediante ELISA de la estabilidad térmica del virión 
frente a su disociación en subunidades 
 
Para establecer un método simple (que no implicará el marcaje radiactivo de virus) 
para la determinación de la estabilidad térmica de viriones frente a su disociación en 
pentámeros, se puso a punto un ensayo de ELISA. El ensayo se basa en la utilización de un 
reactivo derivado de un anticuerpo que reconoce específicamente pentámeros de VFA, 
pero no reconoce ni proteínas individuales, ni protómeros, ni cápsidas o viriones completos 
(Harmsen et al., 2007, 2008, 2010, 2011). Este reactivo, denominado VHH2 M3ggsVI-
4Q6E, deriva de un fragmento de anticuerpo de dominio único obtenido de llama (VHH 
M3), y se obtuvo mediante fusión génica de VHH M3 con un segundo dominio VHH que 
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reconoce una inmunoglobulina porcina. Fue suministrado por el Dr. Michiel Harmsen del 
Central Veterinary Institute, Universidad de Wageningen, Holanda.  
 
Biotinilación de VHH2 M3ggsVI-4Q6E. El VHH2 M3ggsVI-4Q6E fue biotinilado usando el 
reactivo sulfo-N-hydroxysuccinimide-LC-biotin (Thermo Scientific) de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. Para ello, se usó un exceso molar de 20 veces del reactivo de 
biotina para el marcaje del anticuerpo. La mezcla se incubó durante 30 min a t.a. 
Posteriormente, el anticuerpo biotinilado fue dializado frente a PBS a 4ºC para eliminar el 
exceso de biotina no unida al anticuerpo. 
 
Ensayo de ELISA en sándwich. Se describen las condiciones óptimas obtenidas después 
de poner a punto el método, utilizando diferentes concentraciones y tiempos de incubación 
de los diferentes reactivos, y comparando los resultados con los obtenidos en paralelo por 
el método de referencia (basado en el uso de viriones marcados radiactivamente, numeral 
3.17.2). Se utilizaron placas de 96 pocillos de PVC de fondo plano, activadas (Titertek). En 
primer lugar, se añadió una dilución 1/100 de fluido ascítico conteniendo el MAb SD6 en 
50 mM de tampón carbonato/bicarbonato, pH 9,6 (100 µl por pocillo), y se incubó durante 
2 h a 37ºC, seguido de tres lavados con PBS con 0,1% de Tween-20. La superficie de los 
pocillos se bloqueó mediante incubación con 5% de leche en polvo en PBS con 0,1% de 
Tween-20 (100 µl por pocillo) a 4ºC durante toda la noche. A continuación, se añadió una 
suspensión que contenía 2-3 µg de viriones de VFA (purificados como se describió en el 
numeral 3.12.2, e incubados en diferentes condiciones), en PBS con 5% de leche y 0,1% 
de Tween-20 (100 µl por pocillo), y se incubó durante 1 h a 37ºC, seguido de tres lavados 
con PBS con Tween-20. Seguidamente, se añadió una solución que contenía 12,5 µg de la 
versión biotinilada del VHH2 M3ggsVI-4Q6E en PBS con 5% de leche y 0,1% de Tween-
20 (50 µl por pocillo), y se incubó durante 1 h a t.a. Tras realizar tres lavados con PBS en 
0,1% de Tween-20, se añadió una solución de 1 µg/ml de estreptavidina conjugada a 
peroxidasa (Jackson Immuno Research) en PBS con 5% de leche y 0,1% de Tween-20 (50 
µl por pocillo), incubando durante 30 min a t.a. Después de realizar otros tres lavados con 
PBS con 0,1% de Tween-20, se adicionó 100 µl por pocillo de una solución de 0,5 mg/ml 
del substrato/cromógeno 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS, 
Sigma) (100 µl por pocillo). La solución de ABTS se preparó en tampón citrato 200 mM 
Materiales y Métodos 
 74 
(100 mM de ácido cítrico monohidratado y 100 mM de citrato trisódico dihidratado, pH 
4,0); inmediatamente antes de su uso, a esta solución de ABTS se añadieron 10 µl de 30% 
de peróxido de hidrógeno por 10 ml de solución. Finalmente, se registró la absorbancia a 
405 nm (A405) en un lector de placas (Multiskan MS, Labsystem). En cada placa se usaron 
cuatro réplicas del control negativo y por cada condición ensayada. En cada caso se 
determinó el valor promedio y desviación estándar de la absorbancia. Los valores de 
absorbancia son proporcionales a la cantidad de pentámero en la muestra y, por tanto, a la 
cantidad de partículas disociadas. El porcentaje de partículas disociadas en cada caso se 
determinó dividiendo el valor de absorbancia obtenido entre el valor de absorbancia 
correspondiente a 100% de disociación (obtenido mediante incubación de una alícuota de 
viriones a 42ºC durante 60 h. 
 
3.17.4. Determinación de la estabilidad térmica de la cápsida vacía frente a su 
disociación en subunidades 
 
Para determinar la estabilidad térmica a 42ºC de cápsidas vacías de VFA, se utilizaron 
preparaciones purificadas como se indica en el numeral 3.13.3. Alícuotas de 1 ml de la 
preparación se incubaron a 42ºC a diferentes intervalos de tiempos (8, 18, 30 h). Cada 
alícuota se transfirió inmediatamente a hielo, y luego se sometieron a ultracentrifugación 
en gradientes de sacarosa del 7,5% al 45% en tampón TNE en un rotor SW40 (Beckman) a 
18,000 r.p.m. durante 18 h a 4ºC. El gradiente se fraccionó en alícuotas de 0,65 ml y se 
determinaron las fracciones que contenían las cápsidas vacías íntegras o disociadas por 
calentamiento a subunidades pentaméricas mediante Western Blot, utilizando el MAb SD6 
como se indica en el numeral 3.13.4. Para cuantificar la intensidad de las bandas en las 
autorradiografías, se utilizó un densitómetro GS-800 (BioRad) y el programa de análisis 
Quantity One 1-D Análisis (BioRad), expresando la intensidad de las bandas como 
unidades de densidad óptica por milímetro cuadrado (D.O./mm2). Los valores para cada 
una de las condiciones se expresaron como la proporción de cápsidas vacías no disociadas 
después de calentamiento a 42ºC, tomando como un valor de 100% a la suma de los 
valores obtenidos de la intensidad de las bandas obtenidos de las cápsidas disociadas y no 
disociadas para cada uno de los tiempos. 
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 3.18. Ensayo de toxicidad celular 
 
Se utilizó el método colorimétrico CellTiter 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, para evaluar 
la posible citoxicidad de un agente aglomerante (Ficoll 70) para las células BHK-21c2. 
Brevemente, BHK-21c2 cercanas a la confluencia sembradas en placas de cultivo de 96 
pocillos (Falcon), fueron lavadas con PBS incompleto (sin Ca2+ y Mg2+) e incubadas con 
concentraciones crecientes (0-200 g/L) de Ficoll PM70 (GE Healthcare) durante 90 min a 
t.a. Después de lavar con DMEM, las células se incubaron durante 90 min a 37ºC           
con [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-                          
tetrazolium] (MTS), y se registró la absorbancia a 490 nm (A490) mediante el uso de un 
lector de placas (Multiskan MS, Labsystem). Este ensayo está basado en la conversión de 
una sal de tetrazolio por enzimas celulares en un producto que es soluble en el medio de 
cultivo conocido como formazán. Esta conversión es producida por la NADH (forma 
reducida del dinucleótido nicotinamida adenina) producido por la deshidrogenasa en 
células metabólicamente activas.  Los valores absolutos de absorbancia se correlacionaron 
directamente con la cantidad de células activas, para ello se compararon las células tratadas 
con las diferentes concentraciones de Ficoll PM70 frente a las células que no recibieron 
tratamiento. 
 
3.19. Ensayo ex vivo de inhibición de la interacción virus-receptor celular  
 
Los ensayos se realizaron como se describió previamente (Mateu et al., 1996), 
excepto que la incubación con los diferentes péptidos se realizó en ausencia o presencia de 
Ficoll 70 como agente aglomerante. Brevemente, células BHK-21c2 (80% de confluencia) 
sembradas en P60 fueron lavadas con DMEM completo e incubadas durante 45 min a t.a. 
con 180 µl de PBS completo (con Ca2+ y Mg2+) o con concentraciones crecientes (0,1-100 
µM) de los péptidos A15, A19 o A19-KLH diluidos en PBS completo, con o sin Ficoll 70.  
A menos que se indique lo contrario, la concentración final utilizada para el Ficoll 70 
correspondió a 100 g/L. Luego, se adicionaron 20 µl de una suspensión de virus y las 
células se incubaron durante 45 min a t.a.  
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La suspensión vírica utilizada contenía 100 PFU de VFA CS8-c1 (procedente de 
sobrenadante de cultivos infectados) diluido en PBS completo, a dos relaciones partícula 
física/partícula infectiva diferentes, de modo que se pudieran realizar los experimentos a 
valores distintos de la relación molar virus:receptor. Para conseguir una relación 
virus:receptor elevada era preciso aumentar el número de partículas víricas en el 
experimento sin aumentar el número de partículas infectivas. Para conseguirlo, se 
mezclaron cantidades apropiadas de una suspensión infecciosa de viriones y de una 
suspensión de viriones que habían sido completamente inactivados como se describió en 
los numerales 3.12.3 o 3.12.4. Asumiendo una relación partícula física/partícula infectiva 
de 10,000 para las preparaciones no inactivadas de VFA en nuestras condiciones, en los 
experimentos se usaron 105 o 109 de partículas físicas de virus y #106 células. Si se asume 
una cifra (un tanto conservadora) de 103 moléculas receptoras de integrina !% por célula, las 
dos relaciones virus:receptor usadas habrían sido del orden de 104 y 1. 
Transcurrido el tiempo de adsorción, las células se lavaron con DMEM, se añadió 
0,5% de agar semisólido en medio DMEM con 2% de SFB y 1% de DEAE–dextrano y las 
placas se procesaron como se describió en el numeral 3.3.3. La actividad inhibitoria de los 
péptidos se comparó usando el valor de IC50, definido como la concentración de inhibidor 
necesaria para reducir el número de placas de lisis al 50% del valor inicial. 
 
3.20. Análisis de la estructura cristalográfica y modelado molecular de la 
cápsida de VFA, y análisis de conservación de su secuencia 
 
Para el análisis estructural de la cápsida de VFA se utilizaron las coordenadas 
atómicas obtenidas mediante cristalografía de rayos X para VFA C-S8c1 (Lea et al, 1994) 
y O1BFS (Acharya et al, 1989; Fry et al, 1999a) y almacenadas en el banco de datos de 
estructuras de proteínas (Protein Data Bank, PDB). Los modelos cristalográficos fueron 
examinados usando los programas de visualización RasMol (Sayle et al, 1995) y Pymol 
(DeLano Scientific, Inc). Los parámetros estructurales (tales como número y naturaleza de 
las interacciones entre átomos, accesibilidad al solvente de diferentes residuos 
aminoacídicos) se analizaron con el programa Whatif (Vriend, 1990). Para el análisis de 
interacciones entre residuos pertenecientes a diferentes subunidades de la cápsida se 
utilizaron las coordenadas de todos los pares posibles de subunidades que contactan con 
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diferente simetría en la cápsida (originalmente suministradas por la Prof. Nuria Verdaguer, 
Instituto de Biología Molecular de Barcelona). El modelado de mutaciones se realizó 
mediante el programa mediante le programa Pymol. 
Para el análisis de conservación de secuencias se alinearon un total de 244 
secuencias para la proteína VP1 de VFA y 250 secuencias para las proteínas VP2 y VP3 de 
VFA, utilizando las secuencias disponibles en el GenBank del NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) y utilizando el programa de alineamiento múltiple Clustal W  
(EMBL-EBI).
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4. RESULTADOS  
 
4.1. Caracterización bioquímica e inmunoquímica de viriones de VFA 
modificados racionalmente para incrementar su estabilidad frente a la 
disociación térmica 
 
En la primera parte de esta tesis doctoral se ha continuado la investigación 
relacionada con la modificación de viriones de VFA mediante ingeniería de proteínas para 
incrementar, con fines vacunales, su resistencia a la disociación en subunidades por acción 
del calor (numeral 1.5). Al inicio de este trabajo, los tres virus más prometedores 
construidos previamente en nuestro laboratorio eran T2023C/A3145C, A2065H y 
D3069E/T2188A (Mateo, 2004; Mateo et al., 2008; Luna, 2010). Cada uno de estos 
variantes es el resultado de la introducción de una sustitución de uno o dos aminoácidos 
por protómero, lo que en principio permite el establecimiento de 60 interacciones 
adicionales entre las subunidades pentaméricas que forman la cápsida. 
 El variante T2023C/A3145C se diseñó para introducir pares de cisteínas próximas 
en las interfases entre pentámeros, de modo que pudieran formarse, en condiciones 
oxidantes, 60 puentes disulfuro interpentaméricos en el virión (Figura 7a). Este variante 
presentó una infectividad similar a la del virus parental, y los datos sugirieron que el 
puente disulfuro entre C2023 y C3145 estaba realmente formado en condiciones oxidantes 
(Luna, 2010); pero no se había determinado su estabilidad frente a la disociación térmica.  
El variante A2065H se diseñó para introducir un grupo cargado positivamente que 
pudiera establecer una interacción iónica con el carboxilato de E3137 del pentámero 
vecino, de modo que pudieran formarse 60 nuevas interacciones electrostáticas 
interpentaméricas en el virión (Figura 7b). Este variante resultó viable, genéticamente 
estable y, en ensayos iniciales, físicamente más estable que el parental frente a su 
disociación en pentámeros por acción del calor.  
El variante D3069E/T2188A fue el resultado de reemplazar el residuo D3069 por 
glutamato, de modo que el grupo carboxilato se acercara más al grupo amino de K2198 del 
pentámero vecino y pudiera establecer una interacción iónica fuerte, o incluso un puente 
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salino, resultando en un aumento en la fuerza de 60 interacciones electrostáticas 
interpentaméricas en el virión. Aunque la mutación D3069E fue letal, el virus recuperó una 
infectividad normal mediante la fijación de una mutación compensatoria T2188A (Figura 
7c). Al igual que A2065H, el doble mutante D3069E/T2188A resultó viable, 
genéticamente estable y, en ensayos iniciales, físicamente más estable que el parental 
frente a su disociación en pentámeros por acción del calor.  
Como primer objetivo de este trabajo, nos planteamos evaluar o re-evaluar (según el 
caso), la estabilidad de estos tres VFA modificados, y además investigar diversos aspectos 
de su características bioquímicas e inmunoquímicas que fueran de interés para el eventual 
desarrollo de vacunas termoestables contra la fiebre aftosa. 
 
Figura 7. Localización de mutaciones introducidas para aumentar la termoestabilidad del 
virión de VFA. Se representan en modelo de varillas partes de dos subunidades pentaméricas 
vecinas (en azul y magenta, respectivamente) en la estructura de la cápsida de C-S8c1 (Lea et al., 
1994). (a) variante T2123C/A3145C; (b) variante A2065H; (c) variante D3069E/T2188A. Se 
indican en modelo de van de Waals y diferentes colores los residuos sustituidos en estos tres 
variantes de VFA y, además, en (b) y (c), aquellos más próximos con los que podrían establecer 
interacciones electrostáticas atractivas (ver texto).  
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4.1.1. Evaluación de la termoestabilidad de VFA T2023C/A3145C 
 
En primer lugar se analizó la estabilidad del virión T2023C/A3145C frente a la 
disociación en pentámeros. Para ello, los viriones parental y mutante se marcaron 
radiactivamente y se purificaron en paralelo. En el último paso de purificación, una 
centrifugación en gradiente de sacarosa, el perfil de sedimentación de las preparaciones de 
virión parental y mutante fue similar aunque no idéntico (Figura 8a). En ambos casos se 
observó un pico mayoritario de viriones (coeficiente de sedimentación 140S, fracciones 
16-18), pero en el caso del mutante apareció además un pico minoritario intermedio, con 
un coeficiente de sedimentación del orden del de la cápsida vacía (75S, fracciones 8-11). 
Las fracciones que contenían los viriones se mezclaron y se dializaron para eliminar la 
sacarosa, y esta preparación de viriones purificados, se realizó mediante una nueva 
centrifugación en gradiente de sacarosa (Figura 8b). Como se esperaba, la preparación de 
virión parental mostró un gran pico correspondiente a viriones (140S) y un pequeño pico 
correspondiente a pentámeros (coeficiente de sedimentación 12S), que proceden de la 
disociación de una fracción minoritaria de viriones purificados, durante su manipulación. 
Por el contrario, la preparación de virión mutante T2023C/A3145C mostró un pico 
minoritario de viriones y un gran pico de pentámeros (Figura 8b). Los resultados 
anteriores fueron reproducibles. Los viriones mutantes, por tanto, se disociaron casi 
completamente a pentámeros tras la diálisis. La cantidad originalmente obtenida de virión 
mutante fue similar a la de virión parental, a pesar de que antes de la purificación los 
viriones se encontraban en un medio sin sacarosa, y durante la purificación soportaron dos 
centrifugaciones. Estas observaciones indican que las mutaciones T2023C y/o A3145C 
debilitan grandemente la resistencia física de la partícula vírica en ausencia de otras 
proteínas y sacarosa y/o frente a un posible choque osmótico durante la diálisis para 
eliminar la sacarosa. Aunque no fue, en consecuencia, posible llevar a cabo el análisis 
cinético de la disociación térmica de este variante, los resultados obtenidos revelaron 
claramente que el virión T2023C/A3145C presenta una menor estabilidad física que el 
virión parental y sugieren que los puentes disulfuro no se han establecido o mantenido en 
las condiciones utilizadas para la preparación y análisis (a pesar de la ausencia de agentes 
reductores añadidos), por lo que no se continuó con su caracterización.  
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Figura 8. Perfiles de sedimentación en gradiente de sacarosa de preparaciones de viriones de 
VFA parental y mutante T2023C/A3145C. (a) Perfiles de sedimentación durante el último paso 
de purificación en gradiente de sacarosa. (b) Perfiles de sedimentación de la preparación purificada 
y dializada de viriones. Cuadrados blancos, virus parental; cuadrados negros, T2023C/A3145C. El 
pico de la derecha corresponde a viriones intactos (140S) y el pico de la izquierda corresponde a 
subunidades pentaméricas (12S).  
 
4.1.2. Caracterización bioquímica e inmunoquímica de VFA A2065H y  VFA 
D3069E/T2188A 
 
Estabilidad de los viriones frente a la disociación en pentámeros por acción del calor. De 
modo independiente de análisis previos realizados en nuestro grupo, evaluamos la 
estabilidad de los viriones variantes A2065H y D3069E/T2188A frente a su disociación a 
42ºC. Se obtuvieron y purificaron en paralelo viriones parentales y mutantes marcados 
radioactivamente (dos preparaciones independientes para cada uno de los variantes), y se 
determinó el porcentaje de viriones intactos en función del tiempo de incubación a 42ºC 
(numeral 3.17.2). Como se esperaba del diseño realizado y de resultados previos, los dos 
variantes se disociaron en subunidades pentaméricas mucho más lentamente que el virus 
parental no mutado (Figuras 9a y 9b). 
A partir de las cinéticas de disociación se determinaron las constantes de velocidad 
de disociación k a 42ºC. Se obtuvo kmut= 0,033 h-1 para A2065H frente a kwt= 0,065 h-1 para 
el parental (obtenido y ensayado en paralelo); y kmut= 0,027 h-1 para D3069E/T2188A 
frente a kwt= 0,075 h-1 para el  parental (obtenido y ensayado en paralelo). Estos valores 
fueron muy similares a los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, y permitieron 
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confirmar fuera de toda duda que los VFA variantes A2065H y D3069E/T2188A son 
sustancialmente más resistentes a la disociación térmica que el virus parental natural, C-
S8c1. 
 
Figura 9. Cinética de disociación a 42ºC para las variantes de VFA A2065H,  
D3069E/T2188A y A2065H/D3069E/T2188A. El porcentaje de viriones remanentes se presentan 
en escala logarítmica en función del tiempo de incubación. Todos los datos se ajustaron a una 
ecuación de decaimiento exponencial de primer orden. (a) variante A2065H (triángulos invertidos) 
frente a virus parental (cuadrados); (b) D3069E/T2188A (triángulos) frente a virus parental 
(cuadrados); (c) triple mutante A2065H/D3069E/T2188A (diamantes) frente a virus parental 
(cuadrados). Los valores promedio y barras de error corresponden a la medición de dos 
experimentos independientes, cada uno por duplicado. Las preparaciones de virus variante y su 
control con virus parental se realizaron y ensayaron en paralelo.  
 
Estudio del posible efecto aditivo de las mutaciones estabilizantes. Con el objetivo de 
lograr un mutante de estabilidad incrementada en mayor medida que la de cada uno de los 
mutantes por separado, las tres mutaciones (A2065H y D3069E/T2188A) presentes en los  
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mutantes termoestables fueron introducidas conjuntamente en el clon infeccioso de VFA 
para obtener un triple mutante (A2065H/D3069E/T2188A). Se obtuvo su RNA vírico, se 
transfectaron las células susceptibles, y se determinó la infectividad de los virus 
producidos, en paralelo con la del virus parental. Los resultados mostraron que el triple 
mutante es viable, pero rindió títulos inferiores a los del parental, especialmente a tiempos 
más cortos tras la electroporación. A 45 h.p.e. los títulos de parental y mutante fueron 4 x 
107 y 4 x 105, respectivamente. Sin embargo, a 55 h.p.e., los títulos fueron mucho más 
parecidos, 4,1 x 107 y 8,5 x 106, respectivamente. Estos resultados fueron reproducidos en 
diferentes experimentos. La secuenciación demostró que las tres mutaciones se 
encontraban presentes en el variante producido. 
A continuación, los viriones que portaban la triple mutación fueron marcados 
radiactivamente, purificados y analizados en paralelo con los viriones parentales en 
ensayos de disociación térmica en función del tiempo de incubación a 42ºC, como los 
realizados para los mutantes anteriores. Sorprendentemente, encontramos que el virión 
triple mutante no es significativamente más estable que el virión parental, presentando una 
kmut=0,055 h-1, frente a la kwt=0,062 h-1 del parental en las condiciones del ensayo (Figura 
9c). Este resultado ha sido reproducido en experimentos independientes. Por tanto, existe 
una cooperatividad negativa en la combinación de las mutaciones A2065H y 
D3069E/T2188A. 
A pesar de su falta de aditividad, las mutaciones A2065H y D3069E/T2188A 
confieren por separado una elevada resistencia de la partícula vírica frente a la disociación 
por calor. Este tipo de estrategia de estabilización racional de VFA, mediante estas u otras 
mutaciones similares, podría tener una aplicación biotecnológica para mejorar la 
estabilidad térmica de las vacunas actuales contra la fiebre aftosa. Por lo tanto, 
consideramos de interés aplicado analizar si los viriones mutantes A2065H y 
D3069E/T2188A mantienen tres características importantes del virión: i) su cinética de 
producción viral; ii) su estructura antigénica; y iii) su inactivación por BEI sin que se altere 
su integridad física ni su estructura antigénica (BEI se utiliza típicamente para la 
inactivación de VFA en la producción de vacuna comercial contra la fiebre aftosa).  
Efecto de las mutaciones en la producción viral. La elaboración de vacunas comerciales 
contra la fiebre aftosa involucra la producción de viriones a gran escala mediante infección 
de células susceptibles. Las mutaciones introducidas en una cepa vírica para mejorar sus 
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propiedades como vacuna no deben, por tanto, afectar de modo apreciable a la producción 
de viriones. Habíamos demostrado en el laboratorio que los variantes termoestables 
D3069E/T2188A y A2065H son capaces de producir títulos normales, pero era preciso 
determinar además si presentaban algún defecto que pudiera retrasar la producción de 
progenie viral (lo que sugeriría, además, una reducción de eficacia biológica). Para ello, se 
realizó un ensayo cinético de producción de partículas víricas para los dos variantes 
termoestables de VFA y el virus parental, utilizado éste como control en paralelo. Las 
cinéticas de producción de los virus mutantes fueron indistinguibles de la del virus parental 
C-S8c1 (Figura 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Cinética de producción de virus extracelular para VFA parental (cuadrados) y 
variantes A2065H (triángulos invertidos) y D3069E/T2188A (triángulos) en función del 
tiempo post-infección. Los valores corresponden al título viral (PFU/ml) de un experimento 
representativo. 
 
Especificidad antigénica de los mutantes termoestables. Las mutaciones introducidas en 
una cepa vacunal no deben modificar su estructura antigénica, de modo que el virus 
variante vacunal pueda inducir y ser reconocido por los mismos anticuerpos que el 
parental. La estructura antigénica de VFA C-S8c1 parental, y virus de serotipo C en 
general, ha sido determinada con gran detalle, y se dispone de un amplio panel de MAbs 
dirigidos contra los diversos sitios antigénicos identificados (Mateu et al., 1987, 1989, 
1990, 1994; Lea et al., 1994; Mateu, 1995; Mateu y Verdaguer, 2004). Se comparó, por 
tanto, la antigenicidad de los mutantes termoestables A2065H y D3069E/T2188A con la 
del virus parental C-S8c1 en inmunoensayos, con un panel representativo de MAbs 
dirigidos contra nueve epítopos distintos, localizados en los cinco sitios antigénicos 
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diferentes identificados en C-S8c1 (Mateu, 1995). Los MAbs utilizados fueron SD6, 4G3, 
4C4, 5A2, 7JD1 (sitio A), 7JA1 (sitio C), 1G5 (subsitio D1), 2E5 (subsitio D2) y 5C4 
(subsitio D3). No se encontraron diferencias significativas en la reactividad de los 
mutantes termoestables y el virus parental con ninguno de los anticuerpos probados 
(Figura 11). Por tanto, las mutaciones estabilizantes introducidas no ejercieron un efecto 
detectable sobre la especificidad antigénica de VFA C-S8c1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Reactividad del virus parental y variantes termoestables A2065H y 
D3069E/T2188A con MAbs dirigidos contra cada uno de los sitios antigénicos (A, C, D1, D2 y 
D3) en VFA de serotipo C. En cada una de las tiras sometidas a inmunoensayo, los tres virus 
fueron aplicados por duplicado. Como control negativo, se colocó sobrenadante de células BHK-
21c2 no infectadas en el último pocillo (sin virus). La primera tira corresponde a un control 
negativo en la cual no se adicionó ningún MAb (sin MAb). En las demás tiras, los números 1, 2 y 3 
indican diluciones seriadas por un factor de 10 para cada anticuerpo probado. Los resultados 
obtenidos con otros cuatro MAbs que reconocen diferentes epítopos diferentes en el sitio 
antigénico A no se muestran en esta figura, siendo similares a los que se obtuvieron con el MAb 
SD6 que también reconoce un epítopo en el sitio A. 
 
Especificidad antigénica de los mutantes inactivados con BEI. La completa inactivación 
de los viriones obtenidos para la producción de vacuna es un requerimiento crítico para 
asegurar la seguridad del producto vacunal. Uno de los métodos más utilizados es el 
tratamiento con BEI (Aarthi et al., 2004). Este tratamiento no se espera que altere la 
integridad ni la especificidad antigénica del virus tratado. No obstante, era preciso 
confirmar que los variantes de VFA A2065H y D3069E/T2188A mantienen su integridad 
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y la especificidad antigénica del virus no mutado, incluso después del tratamiento con BEI. 
Este tratamiento inactivó completamente los tres virus, sin que afectará a la integridad 
física de las partículas víricas (resultados no mostrados). Además, el inmunoensayo con los 
9 MAbs que reconocen epítopos representativos en los 5 sitios antigénicos identificados en 
VFA C-S8c1, aplicado a preparaciones de viriones mutantes completamente inactivados 
con BEI, no mostró diferencias significativas con respecto al virus no mutado igualmente 
inactivado (Figura 12), ni tampoco respecto a los viriones no inactivados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Reactividad del virus parental y variantes termoestables A2065H y 
D3069E/T2188A, inactivados con BEI, con MAbs dirigidos contra cada uno de los sitios 
antigénicos (A, C, D1, D2 y D3) en VFA de serotipo C. En cada una de las tiras sometidas a 
inmunoensayo, se aplicaron alícuotas de los tres virus sin inactivar o inactivadas con BEI (+BEI). 
Como control negativo, se colocó sobrenadante de células BHK-21c2 no infectadas en el último 
pocillo (sin virus). La primera tira corresponde a un control negativo en la cual no se adicionó 
ningún MAb (sin MAb).  
 
En resumen, los resultados obtenidos en la primera parte de nuestro trabajo 
mostraron que los dos viriones de VFA modificados mediante ingeniería de proteínas 
A2065H y D3069E/T2188A son efectivamente mucho más estables que el parental frente a 
su disociación térmica, presentan cinéticas de producción extracelular similares a la del 
virus no mutado, y son antigénicamente indistinguibles del virus natural, tanto en su forma 
infecciosa como tras la inactivación completa mediante BEI (con fines vacunales). 
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Además, los resultados mostraron que las mutaciones A2065H y D3069E/T2188A, a 
pesar de ejercer un efecto estabilizante por separado, cuando se combinan en un mismo 
virión se interfieren negativamente en cuanto a sus efectos estabilizantes, dando lugar a un 
triple mutante que no es significativamente más estable que el parental. Esta observación, 
junto a otras, sugiere la implicación de efectos alostéricos en la estabilidad de la partícula 
de VFA (ver Discusión). 
 
4.2. Investigación de las bases moleculares del efecto termoestabilizante 
de las mutaciones A2065H y D3069E/T2188A en el virión de VFA 
 
Los dos variantes termoestables de VFA, A2065H y D3069E/T2188A, se obtuvieron 
siguiendo una aproximación racional basada en la introducción de mutaciones para 
conseguir una mayor atracción electrostática entre subunidades pentaméricas en el virión. 
Ni para VFA ni para ninguna otra partícula vírica se había descrito antes su estabilización 
mediante un método racional basado en la modificación de interacciones no covalentes 
entre subunidades de la cápsida. Por tanto, era muy importante validar si la estabilización 
realmente conseguida es consecuencia del diseño racional seguido, o se debe a otra causa. 
Como segundo objetivo de este trabajo nos planteamos establecer experimentalmente el 
mecanismo molecular por el que las mutaciones introducidas en A2065H y/o 
D3069E/T2188A ejercen realmente su efecto estabilizante.  
 
4.2.1. Efectos de una fuerza iónica elevada sobre la estabilidad frente la 
disociación térmica de los variantes termoestables A2065H y D3069E/T2188A 
y del virus parental 
 
El diseño racional de los mutantes termoestables A2065H y D3069E/T2188A estaba 
fundamentado en la introducción de un incremento en la atracción electrostática entre 
pentámeros. De ser este el caso, el apantallamiento de las cargas en presencia de una 
elevada fuerza iónica (conseguida mediante una elevada concentración de sal), debería 
reducir las diferencias de estabilidad relativa entre los virus mutantes y el virus parental, al 
neutralizarse las interacciones electrostáticas adicionales introducidas en los virus 
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modificados. Para comprobar este punto, los virus fueron marcados radiactivamente, 
purificados, y posteriormente incubados a 42ºC durante diferentes intervalos de tiempo, 
bien a una fuerza iónica fisiológica (como control), o en presencia de una elevada 
concentración de sal (1 M de cloruro de sodio).  
Los resultados (Figura 13) mostraron que, en presencia de 1 M NaCl, las diferencias 
de estabilidad entre los variantes A2065H y D3069E/T2188A y el virus no mutado 
observadas a fuerza iónica fisiológica fueron prácticamente abolidas, como era de esperar 
si una interacción electrostática está implicada en la termoestabilización. Sin embargo, y 
en contra de lo esperado, la presencia de una fuerza iónica elevada no desestabilizó los 
virus mutantes, sino que estabilizó en mucha mayor medida el virus parental respecto a los 
mutantes (Figura 13). Los valores obtenidos para las constantes de velocidad de 
disociación se indican en la Tabla 6. Estos resultados se reprodujeron en experimentos 
independientes y usando diferentes preparaciones, tanto del virus mutado como del no 
mutado.  
 
 
Figura 13. Efecto de la fuerza iónica sobre la cinética de disociación a 42ºC para VFA 
parental y variantes A2065H y D3069E/T2188A. El porcentaje de viriones remanentes se 
presentan en escala logarítmica en función del tiempo de incubación. Todos los datos se ajustaron a 
una ecuación de decaimiento exponencial de primer orden. (a) variante A2065H (triángulos 
invertidos) frente a virus parental (cuadrados); (b) D3069E/T2188A (triángulos) frente a virus 
parental (cuadrados). Los valores obtenidos a fuerza iónica fisiológica (0,15 M NaCl) o elevada    
(1 M NaCl) se indican mediante símbolos blancos o negros, respectivamente. Promedio y barras de 
error corresponden a la medición de dos experimentos independientes, cada uno por duplicado. Las 
preparaciones de virus variante y virus parental se realizaron y ensayaron en paralelo.  
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Tabla 6. Constantes de velocidad de disociación k a 42ºC para VFA parental y 
variantes A2065H y D3069E/T2188A a fuerza iónica normal (0,15 M NaCl) o elevada 
(1 M NaCl). 
 
 
 
 
 
 
 
Teniendo en cuenta que las interacciones entre pentámeros son esencialmente 
polares, estos resultados podían explicarse mediante la siguiente hipótesis: las mutaciones 
introducidas estabilizan la cápsida mediante el establecimiento de una mayor atracción 
electrostática neta entre pentámeros, como se esperaba en función del diseño realizado. Sin 
embargo, este efecto no se debería al establecimiento de nuevas interacciones culombianas 
atractivas entre residuos con cargas de distinto signo pertenecientes a pentámeros vecinos; 
sino a una reducción de una repulsión electrostática entre pentámeros que debe ocurrir en 
el virión parental a pH neutro, y que no ha sido descrita. La reducción de interacciones 
culombianas repulsivas entre residuos ácidos próximos a las interfases interpentaméricas, 
debida a las mutaciones A2065H o D3069E/T2188A, es la que conduciría a una mayor 
atracción electrostática neta entre pentámeros en los variantes termoestables. En el caso de 
A2065H en concreto, propusimos que el grupo imidazol cargado positivamente de la 
histidina introducida en posición 2065 establecería una interacción culombiana con el 
carboxilato de algún (o algunos) aspartato o glutamato espacialmente próximo, 
neutralizando total o parcialmente su carga negativa. Esto reduciría la repulsión 
culombiana entre este carboxilato y otro carboxilato de algún (o algunos) aspartato o 
glutamato espacialmente próximo y perteneciente a un pentámero vecino. El resultado neto 
sería un aumento de la estabilidad del virión frente a su disociación a pentámeros. Esta 
hipótesis ha sido sometida a verificación experimental, como se describe en el siguiente 
apartado. 
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4.2.2. Efectos de mutaciones de residuos que puedan estar implicados en 
interacciones iónicas repulsivas en la cápsida de VFA sobre la estabilidad del 
virión frente a la disociación térmica 
 
La hipótesis formulada al final del apartado anterior propone, en resumen, que el 
efecto estabilizante de la substitución A2065H se debe principalmente a la neutralización 
de la carga de algún aspartato o glutamato espacialmente próximo a la posición 2065 en la 
cápsida de VFA C-S8c1. Esta hipótesis realiza, por tanto, una predicción verificable 
experimentalmente: la eliminación de la carga de ese aspartato o glutamato en C-S8c1 
mediante mutación isostérica a asparragina o glutamina (respectivamente), debería 
producir un efecto estabilizante similar al de la substitución A2065H.  
Diseño y construcción de VFA mutantes en los que se eliminan cargas negativas. Para 
verificar esta predicción, realizamos en primer lugar una inspección detallada de la 
estructura tridimensional de C-S8c1 (Lea et al., 1994), encaminada a identificar los 
aspartatos y glutamatos que se encuentran alrededor del residuo 2065 en el virión. Se fijó 
una distancia máxima de 15 Å entre ambos residuos. Esta distancia límite se eligió 
principalmente en base a un estudio teórico de van Vlijmen et al., (1998). En este estudio 
se estableció que solamente los residuos a menos de 15 Å de la interfase de la cápsida de 
VFA podrían tener un efecto significativo sobre la desestabilización del virión debida a 
protonación de residuos y el establecimiento de repulsiones entre pentámeros a pH ácido.  
De este modo, identificamos once residuos cargados negativamente (D2068, E2086, 
D2106, E2108, D3069, D3134, E3137, E3138, E3146, D3148 y D3195) alrededor de la 
posición 2065 (Figura 14a). En primer lugar, se analizó el entorno estructural de cada uno 
de esos residuos, su grado de exposición al solvente y las interacciones que establecen con 
sus vecinos, incluyendo; i) contactos de van der Waals (distancia límite 0,5 Å superior a la 
suma de los radios de van der Waals de los átomos implicados); ii) puentes de hidrógeno 
cadena lateral-cadena lateral o cadena lateral-cadena principal (distancia límite 3,5 Å); iii) 
puentes salinos estrictos (distancia límite 3,5 Å); iv) interacciones iónicas atractivas o 
repulsivas a corta o media distancia (Tabla 7).  
Como era de esperar debido a su naturaleza polar y cargada, la mayoría de estos 
residuos (7 de los 11; D2068, E2086, D3069, D3134, E3137, E3138 y D3195) presentan su 
cadena lateral y, en concreto, su carboxilato, expuestos al solvente en la superficie del 
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virión. La cadena lateral de los cuatro restantes (D2106, E2108, E3146 y D3148) no se 
encuentra en el exterior de la cápsida (Figura 14a y Tabla 7). Las cadenas laterales de casi 
todos estos residuos (10 de 11) participan en interacciones de van der Waals, desde sólo 1-
2 contactos hasta 6-12 contactos. Cuatro de ellas participan además en puentes de 
hidrógeno. De forma particularmente relevante para este estudio, los carboxilatos de los 11 
residuos se encuentran a menos de 5 Å de grupos cargados positivamente (Figura 14b) y/o 
de otros carboxilatos (Figura 14a), por lo que pueden establecer interacciones 
culombianas atractivas (formando o no puente salino) y/o repulsivas, de corto o medio 
alcance, dentro de un mismo pentámero y/o entre pentámeros vecinos. (Tabla 7).  
En resumen, en esta región de la cápsida de VFA parece existir una complicada 
distribución de potencial electrostático, como consecuencia de una red intricada de 
interacciones culombianas atractivas o repulsivas entre un buen número de grupos 
cargados. Estos se encuentran generalmente (aunque no en todos los casos) expuestos al 
solvente, y pertenecen a diferentes cadenas laterales, algunas de ellas implicadas en 
interacciones no covalentes adicionales intra- y/o interpentaméricas.  
A continuación se reemplazaron individualmente sobre el clon infeccioso parental 
estos once residuos cargados negativamente (Asp o Glu) por sus isostéros neutros (Asn o 
Gln, respectivamente), como se describe en los numerales 3.5 y 3.7. Para el diseño de 
todos los mutantes se realizaron dos cambios de nucleótidos en el codón a mutagenizar, 
para evitar una fácil reversión al genotipo parental. Para llevar a cabo los análisis de los 
diferentes mutantes contamos con la colaboración técnica y experimental de la Lic. Alicia 
Rodríguez Huete de nuestro laboratorio. 
Efecto de las mutaciones de eliminación de carga negativa sobre la infectividad de VFA. 
El efecto de las mutaciones realizadas sobre la viabilidad del virus y la producción de 
progenie se analizó mediante  electroporación de células BHK-21c2 con cantidades iguales 
de ARN vírico obtenido a partir de los clones moleculares, incluyendo en cada 
experimento el ARN infeccioso obtenido del clon parental como control positivo. La 
progenie viral producida se cuantificó a tres tiempos post-electroporación mediante 
titulación. Los datos fueron normalizados y se expresaron como infectividad relativa 
(cociente entre el título medio obtenido para un determinado mutante y el obtenido para el 
virus no mutado) (Tabla 8).  
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Figura 14. Residuos 
cargados alrededor de la 
posición 2065 en la cápsida 
de VFA C-S8c1. Se 
representan en modelo de 
varillas partes de  dos 
subunidades  pentaméricas 
vecinas (en azul y magenta, 
respectivamente) en la 
estructura de la cápsida de 
C-S8c1 (Lea et al., 1994). 
(a) Se representan en modelo 
de van de Waals el residuo 
A2065 (rojo) y los once 
residuos ácidos situados a 
una distancia máxima de 15 
Å de A2065 (amarillo). (b) 
Se representan en modelo de 
van der Waals los mismos 
residuos que en (a) y, 
además, los residuos básicos 
situados en la misma región 
(cian). 
 
 
 
 
 
 
Ocho de los 11 mutantes (D2068N; E2086Q; D2106N, E2108Q; D3134N; E3137Q; 
E3138Q y D3195N) presentaron títulos similares al virus parental a 45 h.p.e. Dos variantes 
(E3146Q y D3148N) presentaron una drástica reducción en la infectividad en dos o más 
ordenes de magnitud a 45 h.p.e., aunque mantuvieron un tamaño de placa comparable al 
virus parental. Ambos variantes recuperaron parcialmente su infectividad a tiempos largos 
h.p.e., y completamente una vez fueron amplificados en células BHK-21c2 a las 24 h.p.i. 
El mutante D3069N no generó progenie viral detectable en ninguno de los tiempos post-
infección evaluados (Tabla 8).  
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Tabla 7.  Interacciones de los residuos ácidos situados alrededor de la posición A2065 
en la cápsida de VFA C-S8c1.  
 
a Para los puentes de hidrógeno y los puentes salinos la distancia límite es de 3,5 Å. Para las otras 
interacciones carga-carga (otros residuos cargados) la distancia entre cargas es superior a 3,5 Å 
pero inferior a 5 Å. sc: cadena lateral; mc: cadena principal. 
b Distancia límite: 0,5 Å superior a la suma de los radios de van der Waals de los átomos 
considerados. 
c Se indica si la cadena lateral está expuesta, orientada hacia la superficie de la cápsida. 
 
Tras la amplificación de las progenies de los 11 mutantes se secuenció toda la región 
de la cápsida (P1), para confirmar la presencia de la mutación introducida y determinar si 
había ocurrido alguna otra mutación. Se obtuvieron viriones de 45 h.p.e. y 55 h.p.e., se 
extrajo el ARN vírico, se convirtió en ADN de cadena doble y se amplificó, y se  
determinó la secuencia de P1 (numerales 3.9, 3.10 y 3.11). Nueve de los 11 residuos 
mostraron la presencia de la mutación introducida, sin ninguna mutación acompañante en 
toda la región de la cápsida. El mutante D3148N presentó una pseudoreversión, a través de 
un único cambio de nucleótido en el codón, originalmente mutado en dos posiciones, que 
se tradujo en la sustitución por el aminoácido original no mutado. El mutante E3137Q se 
transfectó en dos ocasiones. En una ocasión no se recuperó progenie viral. En la otra 
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transfección se obtuvo un título normal y se conservó la mutación introducida, pero se fijó 
además una mutación secundaria F3111V, que probablemente fue la responsable de 
restaurar la infectividad ejerciendo un efecto compensatorio. En los demás mutantes no 
ocurrió reversión ni se fijó ninguna mutación secundaria. 
En resumen, 9 de las 11 mutaciones isostéricas analizadas que eliminan cargas 
negativas alrededor de la posición 2065 en el virión de VFA C-S8c1 son viables, aunque 
E3146Q y D3148N producen una reducción significativa de infectividad, y la última 
revirtió durante la amplificación del virus. Las mutaciones D3069N, E3137Q son 
deletéreas, aunque el efecto de E3137Q, al menos, puede compensarse mediante la fijación 
de una mutación secundaria. 
 
Tabla 8. Efecto sobre la infectividad de VFA de la eliminación de cargas negativas 
alrededor de la posición 2065 en la cápsida. 
a  Se indica el número de nucleótidos sustituidos.  
b La infectividad relativa es el cociente entre el título medio obtenido para un determinado mutante 
y el obtenido para el control parental no mutado en el mismo experimento. 
c Se determinó la secuencia de nucleótidos de la progenie producida a 45 h.p.e. y 55 h.p.e. Se 
indican los casos en que se encontraron cambios de secuencia diferentes de la mutación primaria 
introducida. 
 
Puesta a punto de un método inmunoquímico basado en ELISA para la determinación 
de la estabilidad de VFA frente a su disociación en subunidades. Hasta el momento, 
nuestro método estándar para la determinación de la estabilidad de viriones de VFA frente 
a su disociación era la preparación y purificación de viriones marcados radiactivamente, su 
incubación durante diferentes tiempos en condiciones disociantes, y la determinación 
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directa de la cantidad de viriones íntegros remanentes en cada caso mediante 
ultracentrifugación y contaje de la radiactividad asociada con el pico de viriones (numeral 
3.12.1). Este es un método complicado y lento, implica el uso de isótopos radiactivos, y 
limita las posibilidades de purificación y análisis (para evitar contaminaciones de ciertos 
aparatos, por ejemplo). El método resulta particularmente poco conveniente si, como en el 
presente caso, se trata de determinar la estabilidad de un gran número de viriones 
mutantes.  
Para poder llevar a cabo análisis de estabilidad de VFA mutantes de una forma 
rápida y eficiente, hemos puesto a punto y validado un método inmunoquímico de ensayo 
basado en un ELISA en sandwich (ver descripción detallada en el numeral 3.17.3). La 
clave de este ensayo es la utilización de un reactivo derivado de un anticuerpo de dominio 
único (VHH), VHH2 M3ggsVI-4Q6E (numeral 3.17.3), el cual reconoce específicamente 
pentámeros de VFA, pero no reacciona con proteínas individuales, protómeros o cápsidas 
completas (Harmsen et al., 2007, 2008, 2010, 2011). Este reactivo fue obtenido por el 
grupo del Dr. Michiel Harmsen (Central Veterinary Institute, Universidad de Wageningen, 
Holanda), y ha sido amablemente suministrado por el Dr. Harmsen. El método se basa en 
la cuantificación inmunoquímica de la cantidad de pentámero presente en una muestra de 
viriones de VFA purificados e incubados, por ejemplo, en presencia de cantidades 
crecientes de un agente disociante, o durante diferentes tiempos. Inicialmente, la cantidad 
de pentámeros corresponde a la pequeña cantidad presente en la preparación de viriones 
purificados utilizada (tomada como valor 0% de disociación en el ensayo), y esta cantidad 
aumenta en función de la concentración de disociante o tiempo de incubación hasta 
alcanzar una meseta en el valor máximo (tomado como valor 100% de disociación).  
Para poner a punto y validar este ensayo analizamos en primer lugar el 
desensamblaje inducido por pH de viriones de VFA C-S8c1, comparando los resultados 
obtenidos mediante el ensayo de ELISA en sandwich con los obtenidos mediante el 
método basado en la ultracentrifugación de viriones marcados. Se realizaron estrictamente 
en paralelo dos purificaciones, una de viriones marcados, y la segunda de viriones no 
marcados. Los viriones purificados fueron incubados durante 30 min a t.a. con una 
solución de tampón fosfato salino a tres diferentes pHs (5,6, 6,6 y 7,2). Posteriormente, los 
viriones marcados se analizaron mediante ultracentrifugación (Figura 15a) y los no 
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marcados mediante ELISA (Figura 15b). Los porcentajes de disociación a cada pH 
obtenidos por los diferentes métodos (Tabla  9)  resultaron muy similares.  
 
Figura 15. Validación de un ELISA en sandwich para la determinación de la estabilidad de 
viriones de VFA frente a la disociación a diferentes pH. (a) Perfiles de sedimentación en 
gradiente de sacarosa de una preparación de viriones marcados radiactivamente, purificados, e 
incubados durante 30 min en tampón fosfato a pH 7,2 (cuadrados blancos); pH 6,6 (diamantes) y 
pH 5,6 (cuadrados negros). El pico de la derecha del perfil corresponde a viriones intactos (140S) y 
el pico de la izquierda corresponde a subunidades pentaméricas (12S) producto de la disociación 
del virión. (b) reactividad en ELISA con VHH2 M3ggsVI-4Q6E (específico para pentámeros) de una 
preparación de viriones no marcados, purificados en paralelo con la preparación utilizada en (a), e 
incubados a los mismos pH en las mismas condiciones. Los valores promedio y barras de error 
corresponden a cuatro réplicas en un experimento representativo. Los resultados fueron 
reproducidos en dos experimentos independientes. 
  
Como segunda aproximación para validar el ensayo de ELISA sandwich, analizamos 
la cinética de desensamblaje a pH neutro y 42ºC de viriones de VFA parental y variante 
A2065H, comparando los resultados obtenidos mediante ELISA con los obtenidos 
mediante el método basado en la ultracentrifugación de viriones marcados. De nuevo, se 
realizaron estrictamente en paralelo dos purificaciones, una de viriones marcados, y la 
segunda de viriones no marcados, tanto para el parental como para A2065H. Tras su 
incubación a 42ºC durante diferentes tiempos, los viriones marcados se analizaron 
mediante ultracentrifugación (Figura 16a) y los no marcados mediante ELISA (Figura 
16b). Los dos métodos de análisis rindieron resultados similares, confirmando la validez 
del ensayo de ELISA y la observación de que el variante A2065H es sustancialmente más 
resistente que el parental frente a la disociación térmica. 
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Tabla 9. Porcentaje de viriones de VFA remanentes tras incubación a diferentes pH, 
obtenidos mediante ELISA sandwich o marcaje radiactivo y centrifugación.  
  
 
 
 
 
a pH a los que se incubó el virus.  
b Porcentaje de virión remanente a cada pH, obtenido mediante el método de marcaje radiactivo y 
centrifugación.  
c Porcentaje de virión remanente a cada pH, obtenido mediante el método de ELISA sandwich (ver 
texto). 
 
 
Figura 16. Validación de un ELISA en sandwich para la determinación de la estabilidad de 
viriones de VFA frente a la disociación a diferentes pH. Cinéticas de disociación a 42ºC de 
viriones en pentámeros, determinada mediante marcaje y centrifugación (a), o ELISA (b). Se 
indica en cada caso el % de viriones que se ha disociado en pentámeros. Virión parental, cuadrados 
negros; variante A2065H, círculos azules. En (b), los valores promedio y barras de error 
corresponden a cuatro réplicas en un experimento representativo. Los resultados fueron 
reproducidos en dos experimentos independientes. 
 
En resumen, el método de ELISA puesto a punto en este trabajo suministra una 
nueva alternativa, sencilla y adecuada, para determinar la estabilidad de viriones de VFA 
frente a su disociación en pentámeros.  
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Efecto de las mutaciones que eliminan cargas negativas en la estabilidad térmica del 
virión frente a su disociación en pentámeros. Una vez puesto a punto y validado el 
método de ensayo basado en ELISA en sandwich, analizamos la estabilidad frente a la 
disociación de 9 variantes de VFA, de los 11 construidos (D2068N, E2086Q, D2106N, 
E2108Q, D3134N, E3137Q/F3111V, E3138Q, E3146Q y D3195N). Excluimos de nuestro 
análisis los variantes D3069N y D3148N, el primero porque la mutación resultó letal, y el 
segundo porque es genéticamente inestable y se obtuvo un revertiente (a nivel de 
aminoácido). En el caso de E3137Q/F3111V, la mutación secundaria F3111V restauró la 
viabilidad perdida por la mutación primaria E3137Q, pero no la carga negativa eliminada 
por ésta, y por lo tanto era igualmente válido para el objetivo propuesto. Los viriones 
variantes elegidos se produjeron en gran escala y se purificaron, y su estabilidad térmica 
frente a disociación en pentámeros, relativa a la estabilidad del virión parental, se 
determinó mediante el ensayo de ELISA puesto a punto y validado en este trabajo. 
Los resultados obtenidos (Figura 17) revelaron que cuatro de los variantes 
analizados (D2068N, E2086Q, D3134N, D3195N) son sustancialmente más estables que el 
virión. Dos de los variantes (E3137Q, E3138Q) presentan una estabilidad similar a la del 
virión parental. Los tres variantes restantes (E3146Q, E2108Q, D2106N) son más 
inestables, observándose además en estos tres casos hasta un 60% de disociación a 
pentámeros antes de someterlos a calentamiento (Figura 17). Todos estos resultados han 
sido reproducidos utilizando dos purificaciones independientes de cada mutante, y 
analizando cada uno en varios experimentos independientes; la Figura 17 muestra 
experimentos representativos. 
Las mutaciones de eliminación de carga negativa que resultaron en un aumento en la 
termoestabilidad de VFA frente a la disociación afectan, en todos los casos, a residuos con 
su cadena lateral en la superficie del virión, orientada hacia el exterior y expuesta al 
solvente (Figura 18). Por el contrario, todas las mutaciones que no aumentaron, o incluso 
redujeron, la termoestabilidad afectan a residuos con su cadena lateral enterrada en la 
pared de la cápsida (ver Discusión). 
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Figura 17. Efecto de la 
eliminación de cargas 
negativas alrededor de la 
posición 2065 sobre la 
estabilidad de VFA frente a su 
disociación en pentámeros. 
Cada gráfica muestra las 
cinéticas de disociación en 
pentámeros de una preparación 
del virión variante indicado 
(círculos, línea azul) y de una 
preparación de virión parental 
purificado y ensayado en 
paralelo con el variante 
(cuadrados, línea negra). Se 
expresa el porcentaje de 
disociación del virión en 
pentámeros en función del 
tiempo de incubación a 42ºC. El 
valor de absorbancia en el 
ensayo correspondiente a 100% 
de disociación de determinó 
mediante la incubación del 
virión parental durante 60 h a 
42ºC. Los valores promedio y 
barras de error corresponden a 
cuatro réplicas para cada 
tratamiento de un experimento 
representativo Los resultados 
fueron reproducidos en dos 
experimentos independientes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
 103 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Localización en la cápsida de VFA de las cuatro mutaciones que estabilizan VFA 
mediante eliminación de un carboxilato. Los residuos implicados se representan en modelo de 
van de Waals y color amarillo. Como referencia, el residuo A2065 se indica en rojo. La superficie 
del virión queda en la parte superior de la figura. 
 
 El conjunto de los resultados de esta segunda parte del presente trabajo demuestra 
que en el virión de VFA en condiciones fisiológicas de fuerza iónica y pH cercano a la 
neutralidad, existen fuertes repulsiones electrostáticas entre pentámeros. Estas repulsiones 
se reducen en presencia de una fuerza iónica elevada, que apantalla las cargas del mismo 
signo implicadas en la repulsión. La eliminación mediante mutación isostérica de la carga 
negativa de algunos carboxilatos expuestos al solvente y cercanos a las interfases entre 
pentámeros y al residuo A2065 (D2068, E2086, D3134, D3195) reduce las repulsiones con 
otros residuos ácidos próximos, aumenta de modo neto la fuerza de interacción entre 
pentámeros y, por tanto, aumenta la estabilidad del virión frente a la disociación. Estos 
resultados apoyan la hipótesis de que la mutación A2065H incrementa la termoestabilidad 
del virión frente a su disociación porque introduce una carga positiva que neutraliza en 
parte el exceso de carga negativa en esa región de la cápsida (del mismo modo que lo hace 
una elevada fuerza iónica o la eliminación de algunos carboxilatos vecinos). En resumen, 
los resultados demuestran la existencia de repulsiones culombianas entre pentámeros en 
VFA incluso a pH neutro, apoyan fuertemente la hipótesis de que la mutación estabilizante 
A2065H actúa neutralizando en parte las cargas negativas causantes de la repulsión entre 
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pentámeros, y han permitido obtener mediante un método enteramente racional nuevos 
variantes de VFA con una mayor termoestabilidad frente a la disociación.  
 
4.2.3. Evaluación del efecto sobre el virión de la combinación de las mutaciones 
presentes en los variantes termoestables basados en la eliminación de 
interacciones electrostáticas entre subunidades 
 
La siguiente pregunta que nos hicimos es si la eliminación de una sola carga negativa 
por protómero era suficiente para eliminar completamente la repulsión entre pentámeros en 
el virión de VFA. Si no lo era, la eliminación de una segunda carga negativa permitiría 
aumentar aún más la estabilidad del virión. Para analizar este punto, se construyeron 
variantes con una doble o triple mutación, mediante combinaciones de las mutaciones 
estabilizantes D2068N, E2086Q, D3134N y D3195N. Se obtuvieron cinco dobles 
mutantes: D2068N/E2086Q, D2068N/D3134N, D2068N/D3195N, E2086Q/D3134N y 
E2086Q/D3195N y dos triples mutantes, D2068N/E2086Q/D3134N y 
D2068N/E2086Q/D3195N. Las mutaciones fueron introducidas conjuntamente en el clon 
infeccioso de VFA, se obtuvo el RNA vírico, se transfectaron células susceptibles y se 
determinó, en primer lugar, la infectividad de estos mutantes (Tabla 10). Cuatro de los 
variantes dobles presentaron un título similar al virus parental a las 45 o 55 h.p.e, y 
únicamente el variante D2068N/E2086Q presentó una reducción en la infectividad de unos 
dos ordenes de magnitud, que se recuperó una vez fue amplificado en células BHK-21c2. 
La secuenciación mostró en todos los casos la presencia de las mutaciones introducidas y 
la ausencia de mutaciones secundarias.  
Una vez comprobamos que estos nuevos virus variantes son infecciosos, los viriones 
que portaban una doble mutación fueron purificados y sometidos a calentamiento a 42ºC 
para evaluar su termoestabilidad frente a la disociación en pentámeros mediante el ensayo 
de ELISA en sandwich (Figura 19). Los resultados mostraron que tres de los variantes 
dobles (D2068N/E2086Q, D2068N/D3134N, E2086Q/D3195N son más estables que el 
virus parental, pero no más estables que los variantes sencillos correspondientes. El 
variante E2086Q/D3134N resultó ser más inestable que el virus parental, y el variante 
E2086Q/D3195N se disoció completamente a pentámeros durante el último paso de 
purificación y diálisis (resultado no mostrado). Estos resultados han sido reproducidos en 
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experimentos independientes. Por tanto, concluimos que la eliminación de más de un 
carboxilato en la región alrededor del residuo 2065 no produce un efecto aditivo sobre la 
estabilización del virión sino que, por el contrario, produce un efecto de algún modo 
interferente. 
 
Tabla 10. Efecto sobre la infectividad de VFA de la eliminación simultánea de dos o 
más cargas negativas alrededor de la posición 2065 en la cápsida.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a  Se indica el número de nucleótidos sustituidos.  
b Se obtuvieron los títulos virales a los 45 y 55 h.p.e. La infectividad relativa es el cociente entre el 
título medio obtenido para un determinado mutante y el obtenido para el control parental no 
mutado en el mismo experimento. 
 
 
Los dos triples mutantes construidos también fueron infecciosos, presentando un 
título similar al del virus parental a las 45 y 55 h.p.e (Tabla 10). No obstante, en base a los 
resultados obtenidos con los dobles mutantes, decidimos no analizar la estabilidad de los 
triples mutantes, ya que, seguramente los efectos estabilizantes de estos tampoco serán 
aditivos. Estamos considerando realizar mutantes dobles que contengan las mutación 
estabilizante A2065H y alguna de las cuatro mutaciones estabilizantes que eliminan un 
carboxilato cercano a A2065. Si el efecto estabilizante de la mutación A2065H de debe a 
que neutraliza una carga negativa próxima, como indican los resultados obtenidos, no 
esperamos que el doble mutante correspondiente sea más estable que cualquiera de los dos 
sencillos. 
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Figura 19. Efecto sobre la estabilidad de VFA frente a su disociación en pentámeros de la 
eliminación simultánea de dos cargas negativas alrededor de la posición 2065 en la cápsida. 
Cada gráfica muestra las cinéticas de disociación en pentámeros de una preparación del virión 
variante indicado (círculos, línea azul) y de una preparación de virión parental purificado y ensayado 
en paralelo con el variante (cuadrados, línea negra). Se expresa el porcentaje de disociación del 
virión en pentámeros en función del tiempo de incubación a 42ºC. El valor de absorbancia en el 
ensayo correspondiente a 100% de disociación de determinó mediante la incubación del virión 
parental durante 60 h a 42ºC. Los valores promedio y barras de error corresponden a cuatro réplicas 
para cada tratamiento de un experimento representativo Los resultados fueron reproducidos en dos 
experimentos independientes. 
 
4.3. Construcción y caracterización de cápsidas vacías recombinantes de 
VFA modificadas mediante ingeniería de proteínas para incrementar su 
estabilidad frente a la disociación térmica 
  
El desarrollo de cápsidas vacías recombinantes de VFA como vacunas contra la 
fiebre aftosa no ha sido posible aún, en parte porque estas cápsidas se obtienen con 
dificultad y en muy pequeñas cantidades (Roosien et al., 1990; Lewis et al., 1991; Abrams 
et al., 1995; Mason et al., 2003; Grubman, 2005; Li et al., 2008). Pero, además, la cápsida 
vacía de VFA es aún más inestable que el virión (Curry et al., 1997), por lo que el uso de 
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cápsidas vacías como vacunas, aun si se resuelve el problema de su baja expresión, 
requerirá muy probablemente su estabilización frente a la disociación térmica. La 
caracterización de los variantes termoestables de VFA A2065H y D3069E/T2188A 
(numeral 4.1) y los nuevos variantes termoestables obtenidos en esta tesis doctoral 
(numeral 4.2) nos permiten afirmar que es posible obtener, mediante diseño y técnicas de 
ingeniería de proteínas, viriones de VFA que presentan mayor estabilidad frente a la acción 
del calor. Como tercera parte de este trabajo, nos planteamos si algunas de estas mismas 
mutaciones podrían estabilizar la cápsida vacía de VFA.  
 
4.3.1. Puesta a punto de un sistema de expresión y purificación de cápsidas 
vacías de VFA C-S8c1 basado en virus vaccinia recombinante 
 
Expresión de cápsidas vacías. En primer lugar, era necesario poner a punto en el 
laboratorio un sistema de expresión de cápsidas vacías del virus utilizado como parental en 
este estudio, VFA C-S8c1. La expresión de cápsidas vacías recombinantes de VFA C-S8c1 
se realizó mediante el sistema de expresión basado en virus vaccinia recombinante 
(numeral 3.13). Para ello se contó con el suministro de plásmidos recombinantes y la 
ayuda técnica por parte de la Prof. Encarnación Martínez Salas (CBMSO) y del Dr. 
Graham Belsham (National Veterinary Institute, Technical University of Denmark). 
Células BHK-21c2 infectadas con el virus vaccinia recombinante vT7f3 fueron 
transfectadas con los plásmidos PL1-1 y pSKRH-3C (Belsham et al., 2000). El plásmido 
PL1-1 contiene la secuencia de P1 (2193 nt) del serotipo C de VFA y los primeros 18 nt de 
la proteasa 2A (P1-2A). El plásmido pSKRH-3C expresa la proteasa 3C del serotipo A10 
de VFA, la cual es capaz de procesar P1 de diferentes  serotipos, incluyendo el serotipo C. 
Estudios previos habían reportado que la proteasa 3C de VFA es tóxica en diferentes 
tipos celulares (Lewis et al., 1991; Martínez-Salas y Domingo, 1995). Por tanto, para 
poner a punto el sistema de expresión se determinó el momento más adecuado en el que se 
expresaría 3C para llevar a cabo el procesamiento de P1-2A, minimizando la importancia 
de su efecto citotóxico sobre las células. Para ello, las células BHK-21c2 infectadas con 
vT7f3 fueron co-transfectadas con PL1-1 (2 µg) y pSKRH-3C probando dos 
concentraciones de éste (0,2 o 0,5 µg). Alternativamente, las células fueron transfectadas 
primero con pL1-1, y 8 horas más tarde con pSKRH-3C (numeral 3.13.1). Entre las 16 y 
Resultados 
 108 
20 h.p.t., se recogieron las células, se prepararon extractos celulares, y éstos analizaron 
mediante SDS-PAGE y Western Blot utilizando MAbs SD6 (que reconoce P1 (90 kDa), 
VP1 (24 kDa), pentámeros y cápsidas completas de VFA), 4A3 (que reconoce P1, VP0 (33 
kDa), VP2 (25 kDa), pentámeros y cápsidas completas de VFA) y 6F6 (que reconoce P1 
(90 kDa), VP3 (24 kDa), pentámeros y cápsidas completas de VFA) . 
Los resultados (Figura 20) mostraron que P1-2A de C-S8c1 se expresa y procesa 
correctamente cuando se cotransfectan PL1-1 y pSKRH-3C, en las dos concentraciones 
analizadas. Cuando se transfectó primero con PL1-1 y a las 8 h con pSKRH-3C, se observó 
un procesamiento ineficaz de P1-2A. Como se esperaba, no ocurrió procesamiento de P1-
2A en ausencia de 3C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Expresión y procesamiento de P1-2A de VFA C-S8c1. Extractos de células BHK-
21c2 infectadas con vT7f3 y transfectadas con PL1-1 en ausencia (pocillo 1) o presencia (pocillos 
2-5) de dos cantidades diferentes (0,2 µg y 0,5 µg) de pSKRH-3C transfectado junto a PL1-1 
(pocillos 2 y 3) o 8 h.p.t. (pocillos 4 y 5) fueron analizados por SDS-PAGE y Western Blot 
utilizando el MAb SD6 (a), el MAb 4A3 (b) o el MAb 6F6 (c). M: marcadores de peso molecular 
preteñidos. Se indican los pesos moleculares de los marcadores en kDa, y la posición de P1-2A, 
VP1, VP0 y VP3. 
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Purificación de cápsidas vacías. Se probaron diferentes métodos para tratar de purificar 
las cápsidas vacías recombinantes de VFA expresadas. A continuación se enumeran los 
diferentes métodos ensayados (ver numeral 3.13.3). 
a) Colchón de sacarosa al 20% seguido de gradiente de sacarosa (del 7,5 al 45% o del 7,5 
al 30%). 
b) Colchón de sacarosa al 20% seguido de dos gradientes de sacarosa sucesivos (del 7,5 al 
45%). 
c) Colchón de sacarosa al 20%, gradiente de sacarosa (del 7,5 al 30%) y gradiente de 
densidad (cloruro de cesio). 
d) Colchón de sacarosa al 20% y gradiente de densidad (cloruro de cesio). 
e) Colchón de sacarosa y cromatografía de filtración en gel de Sephacryl S-500 HR o S-
1000 HR (GE Healthcare). 
f) Cromatografía de filtración en gel de Sephacryl S-500 HR y  gradiente de sacarosa (del 
7,5% al 30%). 
g) Cromatografía de filtración en gel de Sephacryl S-500 HR, gradiente de densidad 
(cloruro de cesio) y gradiente de sacarosa (del 7,5 al 30%). 
h) Colchón de sacarosa al 20%, gradiente de sacarosa (del 7,5 al 30%), gradiente de 
densidad (cloruro de cesio) y finalmente cromatografía de afinidad, utilizando una 
matriz AffiGel 10 (BioRad), a la cual se unió covalentemente el anticuerpo VHH2 
M3ggsVI-4Q6E  para eliminar de la preparación de cápsidas los pentámeros no 
ensamblados y los producidos por la disociación de parte de éstas durante el proceso de 
purificación (numeral 3.13.3). 
i) Purificación con colchón de sacarosa al 20%, gradiente de sacarosa (del 7,5 al 30%), 
gradiente de densidad (cloruro de cesio) y adsorción de pentámeros en bolas 
magnéticas (Dynabeads M-280 Tosyl-activated, Invitrogen) a las cuales se les unió 
covalentemente el anticuerpo VHH2 M3ggsVI-4Q6E  (numeral 3.13.3). 
En cada uno de los pasos intermedios de purificación se analizaron las fracciones 
obtenidas mediante SDS-PAGE y Western Blot utilizando el MAb SD6. Las fracciones 
que contenían cápsidas vacías se mezclaron, se dializaron frente a PBS, y se concentraron, 
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en su caso (numeral 3.13.4). El análisis del producto final en cada caso se realizó mediante 
SDS-PAGE y Western Blot y microscopía electrónica por tinción negativa.  
En general, en las preparaciones realizadas se observaron partículas esféricas con un 
diámetro entre 25-30 nm, que corresponden a cápsidas vacías, aunque contaminadas con 
una gran cantidad de estructuras circulares con un diámetro entre 5-10 nm, que 
corresponden a pentámeros (Figura 21a). En ocasiones se observaron también 
contaminantes de alto peso molecular (Figura 21b). La dificultad para la purificación de 
las cápsidas vacías estriba principalmente en el bajo nivel de expresión y, sobre todo, en su 
gran inestabilidad física. Las cápsidas vacías de VFA tienden a disociarse muy fácilmente 
a pentámeros, incluso a 4ºC y durante todo el relativamente lento proceso de purificación. 
A pesar de que al menos uno de los pasos de purificación en cada procedimiento seguido 
(a-i) separa los pentámeros presentes en la preparación, después se producen más 
pentámeros por disociación de una parte de las cápsidas, como pudo comprobarse 
mediante microscopia electrónica. 
El método con el cual obtuvimos los mejores resultados correspondió al método h. 
En este caso se obtuvo una preparación notablemente pura de cápsidas vacías (Figuras 
21d y 21e). la concentración y cantidad de cápsidas obtenidas se estimó utilizando una 
mezcla de bolas de látex de 112 nm de diámetro en concentración conocida y cápsidas 
(numeral 3.13.5) (Figura 21f). La preparación realizada con el método h rindió una 
concentración de 1,9 x 1012 cápsidas/ml y una cantidad total de aproximadamente 2 x 1012 
cápsidas. Con otros métodos se obtuvieron menores concentraciones y cantidades. Por 
ejemplo, la preparación realizada con el método g utilizando cantidades de partida 
similares a las utilizadas para la preparación anterior por el método h rindió una 
concentración de sólo 5,3 x 109 partículas/ml y una cantidad total igualmente reducida. El 
procedimiento h, aún siendo el mejor hasta la fecha, no ha resultado adecuadamente 
reproducible por el momento, por lo que continuamos trabajando sobre este aspecto.  
 
4.3.2. Construcción, purificación y análisis de la estabilidad térmica de 
cápsidas vacías recombinantes de VFA A2065H y D3069E/T2188A 
 
Una vez confirmamos que podíamos sintetizar y purificar razonablemente cápsidas 
vacías de VFA en cantidades analíticas, introdujimos mediante mutagénesis dirigida las 
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mutaciones A2065H y D3069E/T2188A en la secuencia de P1 contenida en el plásmido 
PL1-1. Las dos P1-2A mutantes se expresaron en el sistema de vaccinia en un nivel 
semejante al de la P1-2A parental (que se llevó como control positivo durante todo el 
proceso de expresión y purificación), y se procesaron en niveles similares a los de ésta 
(Figura 22).   
 
 
Figura 21. Preparaciones de cápsidas vacías de VFA C-S8c1 analizadas mediante 
microscopia electrónica. Las flechas azules señalan alguna cápsida vacía, las flechas negras algún 
pentámero. (a) preparación realizada mediante el procedimiento i; (b) preparación mediante el 
procedimiento a; (c) preparación mediante el procedimiento c; (d) y (e) preparación mediante el 
procedimiento e, visualizada a dos aumentos diferentes; (f) mezcla de cápsidas vacías y bolas de 
látex visualizada a menor aumento (las flechas amarillas señalan bolas de látex). Las barras en el 
ángulo inferior derecho de cada imagen indican la escala correspondiente (diferente para cada 
imagen).  
 
Las cápsidas expresadas, parental y mutantes, se purificaron parcialmente en paralelo 
mediante el procedimiento a. Las fracciones que contenían las cápsidas vacías (75S) fueron 
mezcladas y dializadas. El análisis mediante electroforesis y Western Blot (utilizando el 
MAb SD6) de las preparaciones mostró en todos los casos la presencia de cápsidas 
(coeficiente de sedimentación 75S. Para el variante A2065H no se detectaron pentámeros 
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contaminantes, aunque sí se observó una cierta proporción de pentámeros en el caso del 
variante D3069E/T2188A (resultados no mostrados). La visualización mediante 
microscopía electrónica (Figuras 23b, 23c y 23d), reveló en los tres casos densidades 
similares de estructuras esféricas entre 25-30 nm que corresponden a cápsidas vacías de 
VFA. Las imágenes fueron comparadas con una de las preparaciones de referencia de 
cápsidas vacías de VFA altamente purificadas mediante el método h (Figura 23a), para 
comparar su tamaño y morfología, que resultaron indistinguibles.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Procesamiento de la poliproteína P1-2A por la proteasa 3C en las variantes 
A2065H y D3069E/T2188A expresados mediante el sistema basado en virus vaccinia 
recombinante. Los extractos celulares fueron analizados por Western Blot utilizando el MAb SD6, 
específico para la proteína VP1. El ensayo se realizó esencialmente como se describió en el 
numeral 3.17.4. (a) células BHK-21c2 infectadas con vT7f3 y transformadas con PL1-1 wt (pocillo 
1), PL1-1 A2065H (pocillo 2) o PL1-1 D3069E/T2188A (pocillo 3) en ausencia de 3C. (b) células 
BHK-21c2 infectadas con vT7f3, transformadas con PL1-1 wt (pocillo 1) o con PL1-1 A2065H 
(pocillo 2) y co-transfectadas con 3C (+3C). (c) células BHK-21c2 infectadas con vT7f3, 
transformadas con PL1-1 wt o con PL1-1 D3069E/T2188A y co-transfectadas con 3C (+3C). M 
son marcadores de peso molecular preteñidos; se indican los correspondientes pesos moleculares 
en kDa.   
 
A continuación se analizó la estabilidad térmica relativa de las cápsidas vacías 
variantes frente a la de la cápsida parental. El bajo rendimiento y la dificultad de 
purificación completa desaconsejaba utilizar el método del marcaje radiactivo. Estas 
razones y la inestabilidad de las cápsidas vacías impidieron asimismo obtener resultados 
claros mediante el método de ELISA (puesto a punto en este trabajo para determinar la 
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estabilidad de viriones, numeral 3.17.3), a pesar de que se intentó repetidamente. Por tanto, 
se decidió poner a punto un método diferente para cuantificar la cantidad relativa de 
cápsidas tras el ensayo de disociación térmica. Este método se ha basado en la 
determinación de la cantidad remanente de cápsidas vacías mediante ultracentrifugación, 
pero no utilizando marcaje radiactivo, sino mediante inmunodetección (numeral 3.17.4). 
Cada fracción se analizó por SDS-PAGE y Western Blot usando el MAb SD6, y se 
densitometró la banda específica de VP1 en las fracciones alrededor de un coeficiente de 
sedimentación 75S, correspondiente a cápsidas vacías íntegras, y en aquellas alrededor de 
un coeficiente de sedimentación 12S, correspondiente a pentámeros (Figura 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Visualización por microscopia electrónica de cápsidas vacías variantes A2065H y 
D3069E/T2188A. (a) cápsidas vacías parentales obtenidas mediante el método h. (b, c, d), 
cápsidas vacías de VFA parcialmente purificadas, obtenidas mediante el método a. (b) cápsidas 
vacías parentales; (c) cápsidas vacías variantes A2065H; (d) cápsidas vacías variantes 
D3069E/T2188A. Para todos los paneles en flechas de color azul señalan algunas cápsidas vacías 
de VFA (diámetro estimado 25-30 nm). Las barras en el ángulo inferior derecho  de cada imagen 
indican la escala correspondiente (diferente para cada imagen). 
 
 
Los valores obtenidos mediante densitometrado (expresados como unidades de 
densidad óptica por milímetro cuadrado (D.O./mm2) se normalizaron para dar el porcentaje 
de cápsidas vacías remanentes, tomando como valor de referencia (100%) la sumatoria del 
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valor correspondiente a cápsidas íntegras y el correspondiente a cápsidas disociadas a 
pentámeros, para cada uno de los tiempos evaluados (Figura 25). Los resultados 
mostraron que las cápsidas variantes A2065H y D3069E/T2188A son mucho más 
resistentes frente a su disociación en pentámeros que la cápsida parental. Tras 8 h de 
incubación ya no quedaban cápsidas vacías parentales, mientras que aproximadamente el 
40% y el 55% de las cápsidas vacías A2065H y D3069E/T2188A, respectivamente, aún 
mantenían su integridad. Incluso tras 18h de incubación aún permanecían íntegras un 30% 
y un 42% de las cápsidas A2065H y D3069E/T2188A, respectivamente. Estos resultados 
han sido reproducidos. En un próximo experimento se realizará una cuantificación más 
precisa de estas diferencias de estabilidad, incluyendo tiempos de incubación más cortos.  
 
Figura 24. Determinación de la estabilidad térmica de cápsidas vacías A2065H y 
D3069E/T2188A. Las cápsidas se sometieron a calentamiento a 42ºC durante 0, 8, 18 y 30 h y se 
centrifugaron en gradiente de sacarosa. Las fracciones (1-18) fueron analizadas mediante Western 
Blot utilizando el MAb SD6. Se indican las posiciones aproximadas en el gradiente para los 
pentámeros y las cápsidas vacías. (a) Cápsidas vacías parentales (wt); (b) cápsidas vacías A2065H; 
(c) cápsidas vacías D3069E/T2188A. MP es un control negativo, que contiene marcadores de peso 
molecular preteñidos (bandas azules).  
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Figura 25. Estabilidad térmica a 42ºC de cápsidas vacías modificadas A2065H y 
D3069E/T2188A comparada con la cápsida vacía parental. Los datos se obtuvieron a partir de 
los resultados del experimento de la Fig. 24. Los valores para cada cápsida variante y tiempo de 
incubación se expresan como porcentaje de cápsidas remanentes (no desensambladas a 
subunidades pentaméricas), tomando como valor de referencia del 100% la sumatoria de la 
cantidad de cápsidas íntegras y de pentámeros formados. Código de colores: Cápsida vacía parental 
(violeta); cápsida vacía variante A2065H (azul); cápsida vacía variante D3069E/T2188A (verde).  
 
En resumen, los resultados de esta tercera parte de nuestro trabajo han permitido 
obtener buenas preparaciones de cápsidas vacías de VFA purificadas (o parcialmente 
purificadas), aunque todavía en cantidades muy limitadas. Los resultados demuestran que 
las mutaciones A2065H y D3069E/T2188A aumentan sustancialmente la estabilidad 
térmica de las cápsidas vacías, en proporción comparable al aumento de estabilidad que las 
mismas mutaciones producen sobre el virión infectivo. Estos resultados son importantes 
para el desarrollo de estrategias vacunales basadas en cápsidas vacías (ver Discusión). 
 
4.4. Investigación de las bases moleculares de la compensación del efecto 
letal de una mutación en la interfase entre pentámeros mediante una 
mutación compensatoria en una posición “hot spot” en la cápsida de VFA 
 
Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que los efectos deletéreos de 
muchas mutaciones intrínsecamente letales introducidas en las interfases entre pentámeros 
Resultados 
 116 
en el virión de VFA no conducen a la extinción del virus mutante. Con una frecuencia 
extremadamente elevada, el efecto deletéreo de esas mutaciones era compensado mediante 
la fijación de otras mutaciones en la cápsida, resultando en dobles (o múltiples) mutantes 
con una infectividad comparable a la del virus no mutado (Luna et al., 2009; Luna, 2010). 
Los dos “hot spots” en la cápsida donde se fijaron más frecuentemente mutaciones 
compensatorias fueron las posiciones 2188 y 2019. Por ejemplo, fue precisamente una 
mutación de T2188 la que restauró la infectividad perdida a causa de la mutación D3069E, 
y permitió obtener uno de los variantes termoestables analizados en este trabajo 
(D3069E/T2188A, numerales 4.1, 4.2 y 4.3). El efecto compensatorio de mutaciones en 
2188 parece implicar un cambio conformacional en la cápsida, ya que 2188 no se 
encuentra vecina a las posiciones donde se introdujeron las mutaciones letales, ni tampoco 
forma parte de las interfases interpentaméricas. El otro “hot spot” más prevalente, la 
posición 2019, sí se encuentra en la interfase entre pentámeros, y en él se fijó 
repetidamente una misma mutación, N2019H, que compensó el efecto deletéreo de varias 
mutaciones primarias que afectaban a residuos situados alrededor de 2019 (Luna et al., 
2009; Figura 26).  
La mayoría de las mutaciones deletéreas cuyo efecto deletéreo compensó N2019H 
(R2018A, R2060A, H2021A y H3141A) implicaban la pérdida de una carga positiva (por 
protómero) en la interfase entre pentámeros. Propusimos, por tanto, que el efecto 
compensatorio de N2019H podría ser debido a la restauración local de la carga positiva 
perdida debido a la mutación primaria (Luna et al., 2009). Más concretamente, propusimos 
que el efecto deletéreo de las mutaciones primarias podría deberse a una alteración en la 
estabilidad de la cápsida debida a la variación en las interacciones iónicas entre 
pentámeros. La restauración de la carga local a través de la mutación compensatoria 
restauraría la estabilidad parental. 
La puesta a punto en la tercera parte de este trabajo (numeral 4.3) de un sistema 
adecuado de modificación genética, expresión, purificación y análisis de estabilidad de 
cápsidas vacías de VFA nos ha permitido explorar, por primera vez, efectos de mutaciones 
deletéreas en la cápsida de este virus sobre las propiedades físicas y químicas de la 
partícula vírica. En esta cuarta parte de nuestro trabajo, nos planteamos investigar 
experimentalmente el mecanismo molecular por el que la mutación N2019H compensa el 
efecto deletéreo de la mutaciones vecinas en las interfases entre pentámeros. Más 
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concretamente, hemos sometido a verificación nuestra hipótesis de que el efecto 
compensatorio de N2019H se debe a la restauración de la estabilidad de la cápsida parental 
a través de la restauración de la carga positiva perdida con la mutación primaria. Debido a 
la participación de la histidina en posición 3141 en la inestabilización del virión de VFA a 
pH ácido (Acharya et al., 1989; Curry et al., 1995; Ellard et al., 1999), elegimos para 
probar esta hipótesis un sistema de estudio formado por las cápsidas H3141A (mutación 
primaria letal), N2019H (mutación secundaria compensatoria) y H3141A/N2019H (doble 
mutación, viable) (Figura 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Localización de sustituciones de aminoácido en la cápsida de VFA 
H3141A/N2019H. Se representan en modelo de varillas partes de dos subunidades pentaméricas 
vecinas (en azul y magenta, respectivamente) en la estructura de la cápsida de C-S8c1 (Lea et al., 
1994). Se indican en modelo de van de Waals y diferentes colores los residuos sustituidos en el 
mutante doble H3141A/N2019H, viable, que contiene la mutación primaria letal H3141A y la 
mutación secundaria compensatoria N2019H (ver texto).  
 
4.4.1. Análisis de los efectos de las mutaciones H3141A, N2019H y 
H3141A/N2019H sobre el ensamblaje y estabilidad frente a disociación de la 
cápsida vacía de VFA  
 
La mutación primaria H3141A, la mutación secundaria N2019H y las dos 
mutaciones H3141A/N2019H conjuntamente se introdujeron en el plásmido PL1-1, se 
expresaron cápsidas vacías mediante el sistema de expresión basado en virus vaccinia 
recombinante, y se verificó para cada mutante la expresión y procesamiento proteolítico de 
P1-2A por 3C, utilizando como control positivo el parental, expresado y analizado en 
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paralelo (Figura 27). Las tres P1-2A mutantes fueron procesadas por 3C en niveles 
similares a los obtenidos para P1-2A no mutada. En ausencia de 3C no se observó 
procesamiento en ninguno de los casos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Procesamiento por 3C de P1-2A parental, H3141A, N2019H y H3141A/N2019H. 
Los extractos celulares fueron analizados por Western Blot utilizando el anticuerpo SD6. Células 
BHK-21c2 infectadas con vT7f3 fueron transformadas con PL1-1 wt (pocillos 1 y 5); PL-1 
H3141A (pocillos 2 y 6); PL1-1 N2019H (pocillos 3 y 7) y PL1-1 H3141A/N2019H (pocillos 4 y 
8) en ausencia de la 3C o co-transfectadas con 3C (+3C). M son marcadores de peso molecular 
preteñidos. Se indican los pesos moleculares de los marcadores en kDa y las posiciones 
correspondientes a P1-2A y VP1. 
 
 
Figura 28. Análisis de la purificación de cápsidas vacías parental y mutantes H3141A, 
N2019H y H3141A/N2019H. Las fracciones (1-18) procedentes de centrifugación de 
preparaciones de cápsidas vacías se analizaron mediante electroforesis y Western Blot utilizando el 
MAb SD6. Se indican las posiciones aproximadas en el gradiente para los pentámeros y las 
cápsidas vacías. MP es un control negativo, que contiene marcadores de peso molecular preteñidos 
(bandas azules). 
 
 
Las cápsidas expresadas, parental y mutantes, se purificaron parcialmente en 
paralelo mediante el procedimiento a. El análisis de las fracciones mediante electroforesis 
y Western Blot, utilizando el MAb SD6, mostró en todos los casos la presencia de cápsidas 
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(coeficiente de sedimentación 75S) y ausencia de pentámeros (Figura 28). Las fracciones 
que contenían las cápsidas vacías fueron mezcladas y dializadas extensivamente. La 
visualización mediante microscopía electrónica (Figura 29), reveló para el parental y los 
tres mutantes estructuras esféricas entre 25-30 nm que corresponden a cápsidas de VFA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Visualización por microscopia electrónica de preparaciones parcialmente 
purificadas de cápsidas vacías parental y mutantes H3141A, N2019H y H3141A/N2019H. (a) 
cápsidas vacías parentales; (b) H3141A (c) N2019H; (d) H3141A/N2019H. Para todos los paneles 
en flechas de color azul señalan algunas cápsidas vacías de VFA (diámetro estimado 25-30 nm). 
Las barras en el ángulo inferior derecho de cada imagen indican la escala correspondiente 
(diferente en cada imagen).  
 
A pesar de que el nivel de expresión de P1-2A fue esencialmente el mismo para el 
parental y los tres mutantes, se observó de forma consistente en varias preparaciones, tanto 
mediante Western Blot como por microscopía electrónica, una menor cantidad de cápsidas 
para H3141A que para el parental y los mutantes N2019H y H3141A/N2019H. En una 
primera estimación, la cantidad de cápsidas H3141A no superó el 30% de la cantidad de 
cápsidas parentales obtenidas en paralelo. Para obtener una suficiente cantidad de cápsidas 
H3141A hubo que realizar una preparación a mayor escala de H3141A (aproximadamente 
el doble que de parental), a pesar de lo cual se obtuvieron sólo la mitad de cápsidas 
H3141A que de cápsidas parentales. Estos resultados indican que la sustitución H3141A 
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interfiere con el ensamblaje, y que la mutación N2019H es capaz de compensar este efecto, 
permitiendo un ensamblaje normal.  
A continuación se analizó la estabilidad térmica de las cápsidas vacías variantes 
H3141A, N2019H y H3141A/N2019H. Alícuotas de las preparaciones de cápsidas  
mutantes, y de las cápsidas parentales preparadas analizadas en paralelo, se incubaron a 
42ºC durante 8, 18, 30 h y se determinó la cantidad de cápsidas intactas remanentes y de 
pentámeros formados, del mismo modo que se ha descrito en el numeral 4.3.2 (Figura 30).  
Los valores obtenidos a partir de los densitometrados de las bandas específicas en la 
Figura 30 se normalizaron para dar el porcentaje de cápsidas vacías remanentes, tomando 
como valor de referencia (100%) la sumatoria de las cápsidas íntegras y las 
desensambladas a pentámeros en cada uno de los tiempos evaluados (Figura 31). Las 
cápsidas variantes H3141A fueron mucho más resistentes frente a su disociación en 
pentámeros que la cápsida parental. Tras 18 h de incubación en las condiciones de este 
experimento ya no quedaban cápsidas vacías parentales, mientras que aproximadamente el 
50% de las cápsidas vacías H3141A aún no se habían disociado, ni tampoco a 30 h. 
Sorprendentemente, las cápsidas vacías N2019H y H3141A/N2019H no fueron menos 
estables, sino incluso más estables que H3141A, de modo que el 100% de las cápsidas 
N2019H y H3141A/N2019H se mantuvieron íntegras incluso tras 30 h de incubación a 
42ºC. Los resultados mostrados en la Figura 31 son preliminares. Los experimentos 
correspondientes están siendo repetidos, con objeto de confirmar este punto y determinar 
de modo más preciso las diferencias de estabilidad.  
En resumen, los resultados obtenidos en esta cuarta parte de nuestro trabajo indican 
que la mutación letal H3141A en VFA interfiere con el correcto ensamblaje de la cápsida, 
y además estabiliza (a pH neutro) la cápsida una vez formada, con respecto a la cápsida 
parental. La mutación compensatoria N2019H por sí sola no afecta al ensamblaje, pero 
estabiliza aún más que H3141A la cápsida vacía. La combinación de mutaciones 
H3141A/N2019H restaura el ensamblaje normal de la cápsida vacía, y mantiene la muy 
elevada estabilidad conferida principalmente por la mutación N2019H. Por tanto, parece 
que el efecto letal de la mutación H3141A se debe, al menos en parte, a un defecto de 
ensamblaje, y que la mutación compensatoria N2019H elimina este defecto. De forma 
inesperada, este estudio nos ha llevado a producir cápsidas vacías de VFA modificadas 
(N2019H y H3141A/N2019H) que, si los resultados preliminares obtenidos a este respecto 
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se confirman, resultan ser extraordinariamente estables frente a la disociación térmica, y 
engrosan la notable colección de viriones y cápsidas termoestables de posible aplicación 
vacunal que hemos obtenido en este trabajo.  
 
Figura 30. Determinación de la estabilidad térmica de cápsidas vacías H3141A, N2019H y 
H3141A/N2019H. Las cápsidas se sometieron a calentamiento a 42ºC durante 0, 8, 18 y 30 h y se 
centrifugaron en gradiente de sacarosa. Las fracciones fueron analizadas mediante Western Blot 
utilizando el MAb SD6. Se indican las posiciones aproximadas en el gradiente para los pentámeros 
y las cápsidas vacías. (a) Cápsidas vacías parentales (wt); (b) H3141A; (c) N2019H; (d) 
H341A/N2019H. MP es un control negativo, que contiene marcadores de peso molecular 
preteñidos (bandas azules).  
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Figura 31. Estabilidad térmica a 42ºC de cápsidas vacías modificadas H3141A, N2019H y 
H3141A/N2019H. Los datos se obtuvieron a partir de los resultados del experimento de la Fig. 30. 
Los valores para cada cápsida variante y tiempo de incubación se expresan como porcentaje de 
cápsidas vacías remanentes (cápsidas no desensambladas a subunidades pentaméricas), tomando 
como valor de referencia del 100% la sumatoria de la cantidad de cápsidas íntegras y de 
pentámeros formados. Código de colores: Cápsida vacía parental (azul); cápsida vacía H3141A 
(violeta); cápsida vacía N2019H (amarillo); cápsida vacía H3141A/N21019H (naranja).  
 
4.4.2. Análisis de la estabilidad de VFA mutantes frente a la disociación a pH 
ácido 
 
Estamos planteando actualmente el estudio de la estabilidad de las cápsidas vacías 
H3141A, N2019H y H3141A/N2019H a pH ácido, con objeto de profundizar más en el 
mecanismo de compensación de N2019H. En concreto, pretendemos explorar si N2019H 
podría facilitar la desencapsidación de VFA a pH ácido, que datos anteriores sugieren 
podría ser inhibida por H3141A. Desde esta perspectiva, cabe mencionar aquí algunos 
resultados relativos a los efectos de diversas mutaciones en la cápsida de VFA sobre la 
estabilidad frente a la disociación de virus mutantes obtenidos por el grupo del Prof. F. 
Sobrino (CBMSO) que presentan una sensibilidad alterada frente a la inactivación de la 
infectividad a pH ácido.  
 En primer lugar, el grupo del Prof. Sobrino aisló de poblaciones de VFA C-S8c1, 
mediante selección en presencia de NH4Cl o concanamicina A (inhibidores de la 
acidificación endosomal), mutantes que presentan una menor resistencia que el parental 
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frente a la inactivación a pH ácido (Martín-Acebes et al., 2010). Estos mutantes incluyen 
N1047D/A3118V y A3118V, que rindieron títulos similares al del parental a pH neutro (1 
x 107 PFU/ml). Nosotros analizamos la estabilidad frente a la disociación de estos 
mutantes. Al igual que para T2023C/A3145C (numeral 4.1.1), encontramos que estos dos 
mutantes se disociaron rápidamente en pentámeros después de su purificación en gradiente 
de sacarosa seguida de diálisis (Figura 32a), a pesar de que el pH se mantuvo neutral 
durante todo el proceso. Estos resultados fueron reproducidos en experimentos 
independientes.  
En segundo lugar, el grupo del Prof. Sobrino aisló a partir de poblaciones de VFA 
C-S8c1, mediante selección a pH ácido,  mutantes que presentan una mayor resistencia que 
el parental frente a la inactivación a pH ácido (Martín-Acebes et al., 2011). La mutación 
responsable del fenotipo de resistencia a pH ácido resultó ser N1017D. Este es un cambio 
isostérico que implica la introducción de una carga negativa adicional (por protómero) a 
menos de 10 Å de la interfase interpentamérica y a 8 Å de H3141. En colaboración con el 
grupo del Prof. Sobrino, nosotros analizamos la estabilidad del virión variante N1017D 
frente a la disociación a diferentes pHs. Viriones parental y N1017D se marcaron 
radiactivamente y purificaron, y posteriormente se incubaron a diferentes pHs para 
determinar a cada pH su resistencia relativa a la disociación en pentámeros. Los resultados 
(Figura 32b) mostraron que el virión N1017D es substancialmente más resistente que el 
parental frente a la disociación en pentámeros a pH ácido. Estos resultados fueron 
reproducidos en experimentos independientes. Además, analizamos la estabilidad térmica a 
42ºC de los viriones N1017D frente a la disociación a pentámeros mediante el ensayo de 
ELISA en sandwich.  Los resultados (Figura 32c) revelaron que N1017D presenta una 
estabilidad térmica similar a la del virión parental. 
En la Discusión presentaremos de modo conjunto posibles interpretaciones que 
contemplan para VFA la repulsión entre pentámeros específicamente a pH ácido 
(relacionada con la desencapsidación), la repulsión adicional que ocurre entre pentámeros 
incluso a pH neutro (descubierta en este trabajo), y los efectos estabilizantes frente a la 
temperatura o al pH ácido de las diversas mutaciones analizadas en este trabajo. 
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Figura 32. Estabilidad de VFA mutantes frente a la disociación a pH ácido. (a) Análisis 
mediante sedimentación en gradiente de sacarosa a pH neutro de preparaciones de viriones 
purificados y dializados parental (cuadrados blancos), N1047D/A3118V (diamantes) y A3118V 
(triángulos). El pico de la derecha corresponde a viriones intactos (coeficiente de sedimentación 
140S) y el pico de la izquierda corresponde a subunidades pentaméricas (12S) producto de la 
disociación de los viriones. (b) Análisis mediante marcaje radioactivo y centrifugación de la 
estabilidad frente a la disociación a pH ácido de viriones parental (cuadrados, línea negra) y 
mutante N1017D (circulos, línea azul). Se representa el % de viriones remanentes tras incubación a 
diferentes pH, tomando como 100% la cantidad de viriones intactos a pH 7,2. Los valores 
promedio y las barras de error corresponden a dos mediciones independientes. (c) Análisis 
mediante ELISA de la cinética de disociación a pentámeros a pH neutro para viriones parental 
(cuadrados, línea negra) y N1017D (circulos, línea azul). El valor de absorbancia correspondiente a 
100% de disociación de determinó mediante la incubación del virión parental durante 60 h a 42ºC. 
Los valores promedio y barras de error corresponden a cuatro réplicas para cada tratamiento de un 
experimento representativo. 
 
4.5. Análisis de la importancia funcional de los residuos localizados en las 
interfases entre subunidades protoméricas de la cápsida de VFA 
 
Estudios anteriores de nuestro laboratorio sobre los determinantes moleculares del 
ensamblaje y estabilidad de VFA, así como las cuatro partes de nuestro trabajo descritas en 
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los numerales 4.1 a 4.4, se centraron en las interfases interpentaméricas en la cápsida del 
virus. Sin embargo, el ensamblaje y la estabilidad de VFA pueden ser afectados por 
mutaciones localizadas en otras regiones de la cápsida, incluyendo las interfases entre los 5 
protómeros que forman cada pentámero, durante la primera parte del proceso de 
morfogénesis viral (numeral 1.3.2). Para continuar con nuestros estudios sobre el 
ensamblaje de este virus, en la quinta parte de este trabajo nos propusimos realizar una 
disección molecular de las interfases entre los protómeros que forman los pentámeros.  
 
4.5.1. Análisis de la participación de la cadena lateral en las interfases entre 
subunidades protoméricas de la cápsida de VFA 
 
Para llevar a cabo este análisis, en primer lugar se identificaron en la estructura 
tridimensional de VFA C-S8c1 (Lea el al., 1994) los residuos que forman parte de la 
interfase entre protómeros vecinos dentro del mismo pentámero. Se utilizó el programa 
Whatif, y se definieron distancias límites de interacción entre grupos. Se encontró que cada 
interfase protómero-protómero está formada por un total de 93 residuos (Figura 33). De 
ellos, 41 tienen una cadena lateral polar y 52 una cadena lateral apolar, considerando a 
estos efectos la Tyr como cadena lateral esencialmente apolar (pese a la presencia del 
hidroxilo). Los residuos apolares se encuentran extendidos a lo largo de toda la interfase, 
formando un núcleo hidrofóbico alargado. De los 93 residuos interfásicos, únicamente 48 
presentan sus cadenas laterales (a partir del C") implicadas en interacciones 
interprotómero, y por tanto constituyen la parte de la interfase interprotomérica sensible al 
efecto de mutaciones in vitro o in vivo (exceptuando efectos indirectos debidos a cambios 
conformacionales), y asequible al análisis mutacional. De estas 48 cadenas laterales, 18 
son esencialmente apolares y participan casi exclusivamente en interacciones de van der 
Waals, 2 cadenas laterales son tirosinas (esencialmente apolares, pero implicadas en 
interacciones por puente de hidrógeno mediante su grupo hidroxilo polar). Las 28 cadenas 
laterales restantes son esencialmente polares; de ellas, 10 participan exclusivamente en 
interacciones de van der Waals, y las 18 restantes participan además en un total de 16 
puentes de hidrógeno, 3 puentes salinos y una interacción iónica a corta distancia.  
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Figura 33. Estructura de un pentámero en VFA C-S8c1. (a) esquema de la disposición de los 5 
protómeros que forman el pentámero. Las líneas gruesas radiales en color azul delimitan uno de los 
5 protómeros y corresponden a dos de las cinco interfases interprotoméricas idénticas en el 
pentámero. En el protómero así delimitado, se indican las posiciones de las proteínas de la cápsida 
VP1 (1, rojo), VP2 (2, verde) y VP3 (3, amarillo). La proteína VP4 es interna. (b) estructura 
atómica de un pentámero  en el virión de C-S8c1 (Lea et al., 1994), representada en modelo de 
varillas. En uno de los protómeros, las proteínas de la cápsida están coloreadas del mismo modo 
que en (a). Los 93 residuos de este protómero que participan en cada interfase entre protómeros se 
representan en modelo de van der Waals en color azul.  
 
Para el análisis estructura-función por mutación sistemática a alanina, se eligieron 
todos los residuos para los que la cadena lateral participa en más de 2 contactos de van der 
Waals, incluyendo interacciones hidrofóbicas carbono-carbono (C-C), puentes de 
hidrógeno y/o interacciones iónicas atractivas. Basándose en estos criterios, 24 de los 48 
residuos por protómero cuya cadena lateral está involucrada en cada interfase 
interprotomérica serían candidatos óptimos para mutagenizar a alanina. De estos, 3 pares 
de residuos (N1091-Y3169; K1085-E1175; K2217-E3138) están involucrados únicamente 
en interacciones entre el par, por lo que sería suficiente la eliminación de un único residuo 
de cada par para analizar el efecto de la interacción entre ellos. Por lo tanto decidimos 
mutar un residuo por cada uno de estos pares (Y3169; K1085 y K2217). Por otra parte, 2 
de los 21 residuos (L1205 y V1206) fueron excluidos por cuestiones técnicas. A los 19 
residuos por protómero cuyas cadenas laterales, conjuntamente, están implicadas en casi 
todas las interacciones no covalentes presumiblemente más fuertes entre protómeros, 
sumamos los residuos M3130 y V3215, como representantes de aquellos residuos 
interfásicos cuyas cadenas laterales están implicadas en interacciones presumiblemente 
muy débiles (1 o 2 contactos de van der Waals) entre protómeros.  
Resultados 
 127 
En resumen, se eligieron para el análisis un total de 21 residuos (Tabla 11 y Figura 
34). Las cadenas laterales de 19 de ellos están implicadas en casi todas las interacciones no 
covalentes presumiblemente más fuertes entre protómeros. De estas 19 cadenas laterales 6 
son fundamentalmente apolares y 13 polares. Cinco de las cadenas laterales participan 
fundamentalmente en contactos apolares, con una media de 7 contactos de van der Waals 
por cadena lateral. Las 13 cadenas laterales fundamentalmente polares y Y3169 participan 
conjuntamente en un total de 13 puentes de hidrógeno cadena lateral-cadena lateral o 
cadena lateral-cadena principal (distancia límite 3,5 Å), 2 puentes salinos estrictos 
(distancia límite 3,5 Å) y una interacción iónica a corta distancia (3,8 Å), además de 
algunas interacciones de van der Waals (Tabla 11).  
Las 21 mutaciones elegidas se introdujeron en el clon infeccioso de VFA C-S8c1 
(numeral 3.7.2). A continuación, se obtuvieron los correspondientes ARN víricos 
mutantes, y el parental como control en paralelo, mediante transcripción in vitro de los 
clones infecciosos (numeral 3.8.1).  
 
4.5.2.  Evaluación del efecto sobre la infectividad de VFA causado por el 
truncamiento de la cadena lateral de residuos implicados en interacciones 
interprotoméricas  
 
Para evaluar el efecto sobre la infectividad de VFA de las mutaciones individuales 
introducidas en las interfases interprotómero en la cápsida, se transformaron células BHK-
21c2 con cantidades equivalentes de ARN infeccioso, incluyendo en cada experimento el 
ARN derivado del clon infeccioso parental como control interno. La progenie vírica 
obtenida en cada caso a diferentes h.p.e. se cuantificó mediante titulación de la infectividad 
(Tabla 12).  La relación de infectividad se expresó como el cociente entre el título medio 
obtenido para un determinado mutante y el obtenido para el control parental no mutado en 
el mismo experimento. Consideramos una reducción significativa de la infectividad una 
disminución de al menos un orden de magnitud. De acuerdo con sus efectos sobre la 
infectividad, clasificamos a los 21 residuos mutagenizados en cuatro grupos (Tabla 12 y 
Figura 34): 
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-Grupo I : mutantes que no generaron progenie viral detectable en ninguno de los tiempos 
evaluados. Se incluyó el 19 % de los mutantes analizados (R2167A, K2217A, Q3100A y 
Y3169A). 
-Grupo II : mutantes que presentaron una reducción significativa en la infectividad para la 
progenie recogida a cualquier tiempo post-electroporación. Incluyó el 5% de los mutantes 
analizados (únicamente Y2100A). Este mutante presentó un tamaño de placa claramente 
menor que el del parental a todos los tiempos post-electroporación. 
-Grupo III : mutantes que presentaron un reducción significativa en el título de la progenie 
recogida a las 45 h.p.e., pero que a tiempos más largos (55 o 72 h.p.e. alcanzaron títulos 
similares al del parental a los mismos tiempos. Incluyó el 19 % de los mutantes analizados 
(K1085A, L2051A; M3014A y N2047A). Tres de estos 4 mutantes presentaron un tamaño 
de placa claramente menor que el del parental a todos los tiempos post-electroporación. La 
reversión requería más de un cambio de nucleótido, por lo que es muy improbable que 
haya ocurrido en las rondas de replicación adicionales ocurridas entre 45 h.p.e. y 72 h.p.e. 
Los mutantes fueron secuenciados, confirmando la presencia de estas mutaciones y la 
ausencia de mutaciones acompañantes. Es probable que el efecto de estas mutaciones sea 
ralentizar en cierta medida la cinética de producción de virus, lo que es consistente con el 
menor tamaño de placa obtenido.  
-Grupo IV: mutantes que presentaron títulos virales similares al parental. Constituido por 
la mayoría de los mutantes analizados (doce mutantes, 57% del total; ver Tabla 12). Todos 
estos mutantes presentaron un tamaño de placa grande, comparable al del parental. 
Si el efecto que presentan el 43% de estas mutaciones interfásicas sobre la 
infectividad (grupos I, II, III; Tabla 12) se debe a la pérdida de energía de interacción 
entre protómeros, era de esperar una correlación entre el grupo en que clasificamos el 
mutante (I a IV) y la fuerza esperable para la interacción de cada residuo con otros 
residuos en el protómero vecino. La comparación entre las interacciones interprotómero de 
la cadena lateral y efecto sobre la infectividad se detalla grupo por grupo (ver Tabla 11): 
-Grupo I (no infectivos): Y3169 participa en un puente de hidrógeno y 5 contactos de van 
der Waals, Q3100 en un puente de hidrógeno, R2167 en un puente salino y K2217 en una 
interacción culombiana sin formar un puente salino estricto.  
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-Grupo II (infectividad reducida): Y2100 participa en un gran número (10) de contactos de 
van der Waals, muchos de ellos contactos C-C, y se encuentra esencialmente enterrado en 
la cápsida. 
-Grupo III (infectividad retrasada, pero normal a tiempos largos): K1085 forma un puente 
salino, N2047 dos puentes de hidrógeno; L2051 y M3014 participan en 3-4 contactos de 
van der Waals cada uno y se encuentran enterrados en la cápsida. 
-Grupo IV (infectividad normal): Este grupo incluyó desde residuos con cadenas laterales 
sin apenas contactos entre protómeros, hasta otros con cadenas laterales que participan en 
un gran número de contactos de van der Waals (8) incluyendo muchos contactos C-C 
(Y1107), o están implicados en uno, o incluso dos, puentes de hidrógeno; asimismo, 
incluye tanto residuos enterrados como residuos expuestos al solvente. Por tanto, no se 
observa una clara correlación entre efecto sobre la infectividad y energía esperable de 
interacción. 
En resumen, la mayoría (cerca del 60%) de los residuos en las interfases entre 
protómeros dentro de un mismo pentámero que han sido analizados no presentan, al menos 
individualmente, un papel relevante en la producción de progenie vírica. Además, del 40% 
restante, la mitad presenta un efecto pequeño sobre la infectividad (esencialmente, un 
cierto retraso en la producción), y únicamente un 20% de los residuos totales analizados es 
crítico para la infectividad. Estos resultados son notables, especialmente porque casi todos 
los residuos analizados están implicados en las interacciones presumiblemente más fuertes 
entre protómeros; y, además, porque esta descripción funcional de la interfase entre 
protómeros resulta enteramente diferente de la descripción funcional de la interfase entre 
pentámeros en el mismo virus, en la que la gran mayoría de residuos, incluyendo los que 
apenas establecen unos poco contactos débiles entre pentámeros, son críticos para la 
infectividad (Mateo et al., 2003). Finalmente, es de resaltar que no observamos ninguna 
correlación clara entre el tipo o la presumible fuerza de la interacción de cada residuo 
mutagenizado con el protómero vecino y los efectos de la eliminación de estas 
interacciones (por mutación a alanina) sobre la infectividad. Esta última observación 
sugiere, además, que la causa del efecto negativo sobre la infectividad del VFA de la 
mutación a alanina de unos pocos residuos en las interfases interprotoméricas no se debe a 
la pérdida de interacciones entre protómeros.  
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Tabla 11. Residuos en la cápsida de VFA C-S8c1 que participan en la mayor parte de 
las interacciones interprotómero presumiblemente más energéticas y que han sido 
analizados en este estudio.  
 
a Para los puentes de hidrógeno y los puentes salinos la distancia límite fue de 3,5 Å. Para las 
interacciones carga-carga se indica la distancia entre cargas en caso de que sea superior a 3,5 Å; no 
se consideran interacciones carga-carga a una distancia superior a 5 Å; sc: cadena lateral; mc: 
cadena principal. 
b La distancia límite impuesta para los contactos de van der Waals fue 0,5 Å superior a la suma de 
los radios de van der Waals de los átomos considerados. M3130 y V3215 sólo participan en unos 
pocos contactos de van der Waals, pero se incluyeron como representantes de los residuos 
interfásicos menos implicados en interacciones entre protómeros de un pentámero (ver texto).  
c Se indica si la cadena lateral se encuentra expuesta y orientada hacia la superficie de la cápsida. 
d Grupo en que se incluye el residuo en función del efecto de su mutación a alanina sobre la 
infectividad (ver texto). 
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Tabla 12. Efectos sobre la infectividad de VFA de la mutación a alanina de cada uno 
de los residuos en las interfases entre protómeros analizados en este estudio  
a Los residuos se han agrupado en función del efecto sobre la infectividad de su mutación a alanina: 
grupo I, mutantes no infecciosos; grupo II, mutantes de infectividad reducida; grupo III, mutantes 
de infectividad reducida que recuperan el título del parental a tiempos más largos; grupo IV, 
mutantes de infectividad similar a la del parental.   
b  Se indica el número de cambio de nucleótidos introducidos durante la mutagénesis dirigida.  
c Infectividad relativa de la progenie recogida a 45, 55 o 72 h.p.e. La infectividad relativa se 
expresa como el cociente entre el título medio obtenido para un determinado mutante y el obtenido 
para el control parental no mutado en el mismo experimento. 
d Se determinó el tamaño de placa de acuerdo a un criterio establecido previamente (Mateo et al, 
2003). Placa grande: 3-5 mm; placa pequeña: 1-3 mm. 
e Se indica el % de células que presentaron fluorescencia positiva con el MAb 5C4 con respecto a 
las células totales (teñidas con DAPI). Los valores para el virus parental corresponden al promedio 
de cuatro experimentos independientes cada uno por duplicado, mientras que para los mutantes 
corresponden al promedio de dos experimentos independientes cada uno por duplicado o triplicado.  
f Se indica el % de conservación en un alineamiento de 250 secuencias de VFA en relación a C-
S8c1. 
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Figura 34. Localización en VFA 
de los residuos de un protómero 
que participan en el 
reconocimiento entre 
protómeros y que han sido 
analizados en este estudio. 
Estructura atómica de un 
pentámero en el virión de C-S8c1 
(a)  representado como en la 
Figura 33b, en donde se muestran 
los residuos (en modelo de van 
der Waals) que participan en la 
mayor parte de las interacciones 
interprotómero presumiblemente 
más energéticas. Los residuos se 
han clasificado de acuerdo al 
grupo en función del efecto de su 
mutación a alanina sobre la 
infectividad. En magenta (grupo 
I), en naranja  (grupo II), en cian 
(grupo III) y en verde claro 
(grupo IV), ver descripción más 
detallada en la Tabla 12. (b) Se 
muestra en mayor detalle la 
localización en la intefase de cada 
uno de los residuos anteriores, y 
se identifican por su número de 
posición. 
 
 
 
 
 
4.5.3. Efecto de la pérdida de interacciones críticas en la interfase 
interprotómero en la estabilidad del virión de VFA frente a su inactivación 
térmica 
 
Una posibilidad para explicar el efecto negativo sobre la infectividad de las 
mutaciones L2051A, M3014A y K1085A y Y2100A (grupos II y III), es que los viriones 
producidos fueran más sensibles a inactivación térmica. Para analizar esta posibilidad, 
llevamos a cabo ensayos cinéticos de inactivación térmica a 42ºC para estos 4 virus 
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mutantes, usando el virus parental como control interno en cada experimento (numeral 
3.17.1) (Figura 35). A partir de las cinéticas se calcularon las constantes de velocidad de 
inactivación k a 42ºC, en al menos dos experimentos independientes para cada mutante y el 
parental. El valor obtenido para el parental fue kwt =0,027±0,004 min-1, y para los mutantes 
fueron kmut= 0,033 ± 0,07 min-1 (K1085A);  kmut= 0,028±0,002 min-1 (N2047A); kmut= 
0,031±0,002 min-1 (Y2100A); y kmut= 0,033±0,005 min-1 (M3014A). Todas estas 
constantes de velocidad son estadísticamente indistinguibles, y demuestran que el efecto de 
estas mutaciones sobre la infectividad no se debe a una desestabilización de los viriones 
infectivos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Cinéticas de inactivación a 42ºC de la infectividad para los virus variantes K1085A 
(a); N2047A (b); Y2100A (c) y M3014A (d). El título viral aproximado inicial fue de 2 x 107- 4 x 
107 PFU/ml. En todos los casos se ensayaron en paralelo el mutante  en cuestión (cuadrados) y el 
virus parental como control (círculos). Los datos fueron normalizados y se indican como porcentaje 
de la infectividad remanente respecto al tiempo 0. Los valores promedio y las barras de error 
corresponden a dos (para los mutantes) o tres (virus parental) experimentos independientes. 
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4.5.4. Papel de residuos en las interfases entre protómeros en etapas del ciclo 
viral previas al ensamblaje 
 
Los resultados descritos en los numerales 4.5.2. y 4.5.3. sugieren que el efecto de las 
mutaciones letales, o que reducen la infectividad o retrasan la producción de progenie, no 
se debe a una pérdida de interacciones energéticamente importantes entre protómeros ni a 
la facilitación de la inactivación térmica del virión.  
Para investigar si las mutaciones en las interfases entre protómeros ejercen su efecto 
en una etapa del ciclo vírico anterior a la interacción entre protómeros para formar 
pentámeros, realizamos ensayos de transfección de células BHK21c2 con cada uno de los 
ARN mutantes y el ARN parental como control, y analizamos en ensayos de 
inmunofluorescencia in situ si cada uno de los mutantes es capaz de llegar con normalidad 
al menos a la etapa de formación de protómeros no procesados. Para ello, se empleó el 
MAb 5C4, que no reconoce las proteínas de la cápsida de VFA aisladas, pero que sí 
reconoce un epítopo discontinuo presente tanto el protómero no procesado, como en el 
pentámero, como en la cápsida y el virión (Mateu et al., 1994; Lea et al., 1994; Saiz et al., 
1994). Una reducción significativa en la inmunofluorescencia de las células transfectadas 
indicaría que la mutación impide llegar a tener protómeros plegados.  
Los ensayos de inmunofluorescencia in situ se llevaron a cabo para los 21 mutantes 
obtenidos (Tablas 11 y 12). Para cada mutante y el parental se calculó el porcentaje de las 
células que mostraron fluorescencia positiva debida a reactividad con el MAb 5C4. Los 
resultados obtenidos (Figura 36 y Tabla 12) se describen para cada grupo de mutantes. 
-Grupo IV (infectividad normal): como se esperaba, 11 de 12 mutantes del grupo IV 
presentaron niveles normales de fluorescencia, con un porcentaje medio de células 
positivas de un 75%, comparable con el 91% obtenido para el parental. La fluorescencia de 
estos mutantes, como la del parental, presentó una distribución homogénea preferencial en 
el citoplasma (aunque en algunas células con algunos mutantes se observó cierto marcaje 
punteado concentrado en algunas regiones del citoplasma). La única excepción en este 
grupo fue Y1107A, que mostró una reducción significativa de la fluorescencia (41%) 
indicando una disminución en los niveles intracelulares de intermediarios de ensamblaje.  
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-Grupo III (infectividad retrasada pero normal a tiempos largos): los mutantes L2051A, 
M3014A y K1085A (grupo II) mostraron niveles normales de acumulación de protómeros. 
Únicamente el mutante N2047A no produjo fluorescencia detectable.  
-Grupo II (infectividad reducida): el mutante Y2100A mostró una fluorescencia 
claramente reducida (43%). 
-Grupo I (no infectivos): los mutantes K2217A, Q3100A y Y3169A no produjeron 
fluorescencia detectable, o sólo un 10% (Y3169A). R2167A fue el único de este grupo en 
presentar un nivel de fluorescencia (65%) no demasiado reducida.  
Vamos a realizar a corto plazo ensayos de inmunofluorescencia in situ utilizando el 
anticuerpo específico para pentámeros VHH2 M3ggsVI-4Q6E, lo que nos permitirá 
averiguar si los muy pocos mutantes que forman protómeros pero presentan una 
infectividad reducida o retrasada, pero dan señal con 5C4, son capaces de formar 
pentámeros a partir de los  protómeros formados.  
 
4.5.5. Análisis de correlación entre la importancia funcional, la conservación 
evolutiva y la localización en la estructura del virión, para los residuos en las 
interfases entre protómeros. 
 
Para finalizar esta parte de nuestro estudio, analizamos la posible correlación entre la 
importancia funcional de los 21 residuos analizados en las interfases entre protómeros, su 
grado de conservación en VFA y su posición en la estructura del virión. Para ello 
empleamos un alineamiento de 244 secuencias para la proteína VP1 y 250 alineamientos 
de secuencia para las proteínas VP2 y VP3 de la cápsida pertenecientes a los siete serotipos 
de VFA. La secuencia de C-S8c1 de VFA (NC_002554) fue comparada con las secuencias 
disponibles en el GenBank para los diferentes serotipos. Los datos se indican en la Figura 
37 y se resumen en la Tabla 12. 
Los promedios de conservación de los residuos catalogados en los diferentes grupos 
fueron: 95% para los 4 residuos del grupo I (virus no infectivos); 97% para el residuo del 
grupo II (infectividad reducida); 67% para los 4 residuos del grupo III (infectividad 
retrasada); y 62% para los residuos del grupo I (infectividad normal). Por tanto, existe una 
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correlación entre el papel funcional de los residuos interprotoméricos analizados para la 
infectividad del virión y su grado de conservación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Inmunofluorescencia in situ en células transfectadas con ARN de VFA que 
presentan mutaciones en las interfases entre protómeros. En esta página: (a) Mutantes del 
grupo IV; En la siguiente página: (b) mutantes del grupo III; (c) mutantes del grupo II; (d) 
mutantes del grupo I. En paralelo se llevó un control con células transfectadas sin ARN viral (sin 
virus) o con el ARN del virus parental (wt). Las células se fijaron a las 30 h.p.e. y se trataron con el 
MAb 5C4 (marcaje en verde). Las células se tiñeron además con DAPI (marcaje en azul). Para 
cada uno los mutantes se muestran imágenes representativas, en las cuales se combinaron las 
imágenes obtenidas en las dos longitudes de onda diferentes (numeral 3.15). 
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Continuación Figura 36. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36 (continuación). Inmunofluorescencia in situ en células transfectadas con ARN de 
VFA que presentan mutaciones en las interfases entre protómeros. Ver leyenda en página 
anterior. 
 
En cuanto a su localización en la estructura de VFA (Figura 38), la mayoría de los 
residuos cuya mutación a alanina no afecta a la infectividad (grupo IV) se encuentran 
dispersos por la interfase entre dos protómeros vecinos. Por el contrario, la mayoría de los 
residuos cuya mutación a alanina afecta en alguna medida a la infectividad (grupos I, II y 
III) se encuentran relativamente agrupados (laxamente) en una región limitada de la 
interfase entre protómeros vecinos. Esta región se encuentra a la máxima distancia del 
epítopo reconocido por el MAb 5C4 usado para el análisis por inmunofluorescencia, de los 
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sitios antigénicos descritos para VFA, del sitio de reconocimiento por el receptor celular y 
de otras regiones funcionales identificadas en la cápsida. Estas observaciones y los 
resultados obtenidos indican que esta región de la cápsida de VFA tiene un papel funcional 
aún no descrito en alguna etapa del ciclo vírico.  
 
 
Figura 37. Conservación en VFA de los 21 residuos localizados en las interfases 
interprotoméricas de C-S8c1 y analizados en este estudio. Para cada posición analizada se 
indican el número de veces en el que se presento cada aminoácido en cada uno de los sietes 
serotipos y en el total de los aislados de VFA analizados. X: En la posición indicada hay un residuo 
pero no esta determinado. El porcentaje de conservación del residuo en C-S8c1 se indica en la 
última fila.  
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Continuación Figura 37 
 
Figura 37 (continuación). Conservación en VFA de los 21 residuos localizados en las 
interfases interprotoméricas de C-S8c1 y analizados en este estudio. Ver leyenda en la página 
anterior.  
 
En resumen, los resultados obtenidos en esta quinta parte de este trabajo demuestran 
que, individualmente, la mayoría de las interacciones en la cápsida de VFA entre pares de 
residuos pertenecientes a protómeros vecinos, a diferencia de las interacciones entre pares 
de residuos pertenecientes a pentámeros vecinos, son prescindibles durante el ensamblaje 
de la cápsida de VFA, y su eliminación no afecta en modo alguno a la infectividad del 
virus y la producción de progenie. 
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Figura 38. Localización en VFA de los residuos que participan en la interfase en dos 
protómeros vecinos. Estructura atómica de un pentámero en el virión de C-S8c1 (vista parcial). En 
cada uno de los protómeros contiguos enteramente visibles se representa VP1 en rojo, VP2 en 
verde y VP3 en amarillo. Los 48 residuos que participan en la interfase (en color blanco) entre los 
dos protómeros vecinos  y los residuos analizados en este estudio se indican en modelo de van der 
Waals. En magenta se representan los residuos de los grupos I,  II y III, y en cian los residuos del 
grupo IV. Ver descripción más detallada en la Tablas 11 y 12.  
 
4.6. Evaluación del efecto de la aglomeración macromolecular en la 
actividad de moléculas inhibidoras del reconocimiento entre un virus y su 
receptor celular 
 
La mayor parte de los estudios que forman parte de esta tesis doctoral, descritos en 
los numerales 4.1 a 4.5, han contemplado diversos aspectos del ensamblaje, estabilidad y 
desensamblaje de viriones y cápsidas vacías de VFA, y tratan de contribuir al 
conocimiento de estos importantes aspectos del ciclo viral, y al diseño de vacunas 
mejoradas contra la fiebre aftosa. No obstante, en nuestro laboratorio estamos también  
interesados en el desarrollo de agentes antivirales que inhiban el ensamblaje de cápsidas 
víricas y otros procesos de reconocimiento proteína-proteína implicados en el ciclo vírico.  
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Una predicción de la teoría de aglomeración molecular es que el efecto inhibidor de 
una molécula pequeña sobre un proceso de reconocimiento macromolecular se verá 
reducido en condiciones aglomeradas como las presentes en fluidos intra- y extracelulares 
en el organismo (Minton, 1993). Como sexta y última parte de este trabajo de doctorado, 
nos propusimos comprobar experimentalmente esta importante predicción, Para ello, 
utilizamos como sistema modelo la interacción entre el virión de VFA C-S8c1 y su 
receptor en la membrana de células BHK-21c2, y como inhibidor de pequeño tamaño un 
péptido sintético que mimetiza el sitio de unión al receptor celular en la cápsida del virus e 
inhibe competitivamente la interacción virus-célula (Mateu et al., 1996; Figura 39). Como 
agente aglomerante inerte, que mimetiza las condiciones de aglomeración macromolecular 
fisiológicas, utilizamos Ficoll 70 (numeral 3.19).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Esquema del sistema modelo utilizado para evaluar el efecto de la aglomeración 
molecular sobre la inhibición por un péptido sintético de la unión de VFA a su receptor en la 
membrana de las células hospedadoras en cultivo (para una descripción, ver texto). 
 
4.6.1. Evaluación de la toxicidad del agente de aglomeración macromolecular 
 
En primer lugar, se determinó la concentración máxima de Ficoll 70 que podría 
utilizarse en los ensayos de inhibición del reconocimiento virus-célula sin ejercer un efecto 
tóxico sobre las células utilizadas en el ensayo. Los resultados (Figura 40) no mostraron 
efecto citotóxico significativo en varios experimentos, ni siquiera a una concentración de 
Ficoll 70 de 200 g/L. Por tanto, para los ensayos de inhibición viral elegimos la 
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concentración de 100 g/L, claramente no tóxica, y adecuada para imitar las condiciones de 
aglomeración macromolecular que ocurren en fluidos fisiológicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Evaluación del efecto citotóxico de Ficoll 70 sobre células BHK-21c2 en cultivo. 
Los valores de la absorbancia son directamente proporcionales a la viabilidad celular. Los valores 
promedio y sus desviaciones estándar corresponden a seis mediciones para cada una de las 
concentraciones analizadas. 
 
4.6.2. Evaluación de la actividad inhibitoria de péptidos sintéticos sobre el 
reconocimiento VFA-receptor celular  
 
A continuación se determinaron las concentraciones de péptidos adecuadas para 
inhibir el reconocimiento VFA-célula en ausencia de agente aglomerante en un ensayo ex 
vivo que ya había sido previamente puesto a punto. La capacidad inhibitoria del péptido 
sobre el reconocimiento virus-célula se determina a través de la inhibición de la 
infectividad de VFA sobre células susceptibles (Mateu et al., 1996). Se utilizaron los 
péptidos A15 y A19 (en su forma libre o conjugado a una proteína de gran tamaño, KLH); 
el péptido variante A15RGE, que contiene una mutación en el sitio de reconocimiento del 
receptor celular y es completamente inactivo, se utilizó como control negativo (numeral 
3.4). Los resultados se muestran en la Figura 41. Como se esperaba, A15RGE no tuvo 
ningún efecto inhibitorio detectable, aún a una concentración de 100 µM (Figura 41a). En 
cambio, A15 y A19 inhibieron fuertemente el reconocimiento virus célula y la infectividad 
de VFA, presentando un IC50 similar de ~1 - 2 µM, y alcanzando casi un 100% de 
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inhibición a una concentración de 100 µM (Figura 41a). El péptido conjugado A19-KLH 
multivalente fue tan activo como el péptido libre, presentando un IC50 de ~1 µM (Figura 
41b). Incidentalmente, este último resultado indica que la elevada multivalencia de un 
inhibidor (A19) en una misma molécula (KLH) no aumenta el efecto inhibidor sobre el 
reconocimiento virus-receptor en la superficie de la célula huésped, respecto al péptido 
libre monovalente. A partir de los resultados de estos experimentos, se eligió un rango de 
concentración del péptido (sea en forma libre o acoplado a KLH) de entre 0,1 µM – 100 
µM para la evaluación del efecto del agente aglomerante sobre la inhibición del 
reconocimiento virus-célula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Inhibición de la infectividad de VFA por péptidos sintéticos en ausencia de un 
agente de aglomeración macromolecular. (a) inhibición por los péptidos libres A19 (triángulos), 
A15 (círculos), o A15RGE (cuadrados). (b) inhibición por el péptido conjugado A19-KLH. Los 
valores para los péptidos A19, A15, A15RGE y A19-KLH corresponden respectivamente al 
promedio de nueve, cuatro, cuatro o siete mediciones obtenidas en tres, dos, dos, o tres 
experimentos independientes. Se indican las desviaciones estándar. 
 
4.6.3. Evaluación del efecto de aglomeración macromolecular sobre la  
inhibición por  péptidos del reconocimiento VFA-receptor celular 
 
Una vez se determinaron las concentraciones apropiadas del agente de aglomeración 
molecular y de los péptidos inhibitorios, investigamos el efecto de la aglomeración 
macromolecular sobre la inhibición del reconocimiento VFA-célula y la infectividad por 
los péptidos sintéticos. La relación entre el número de sitios de unión (receptores VFA) en 
la membrana de células susceptibles y el número de partículas víricas de VFA circulantes 
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puede variar ampliamente, tanto en infecciones de laboratorio como en infecciones 
naturales. Por lo tanto, decidimos analizar los efectos de la aglomeración macromolecular 
utilizando dos relaciones partícula vírica:receptor muy diferentes, las cuales se han 
estimado como 10-4 y 1 (numeral 3.19). El número de sitios de unión (receptores celulares) 
y otras condiciones experimentales se mantuvieron invariantes. 
Los resultados de la comparación se presentan en la Figura 42. Cuando se utilizó la 
relación partícula vírica:receptor más baja no se encontraron diferencias significativas en la 
actividad inhibitoria del péptido libre A19 en ausencia o presencia de 100g/L de Ficoll 70 
(Figura 42a). Lo mismo se observó cuando se utilizó A15 o el conjugado A19-KLH como 
inhibidor (Figura 43). Por el contrario, cuando se utilizó la relación partícula 
vírica:receptor más elevada, la actividad inhibitoria del péptido A19 fue significativamente 
reducida en presencia del agente aglomerante respecto a su ausencia (Figura 42b). La 
disminución fue substancial sólo a concentraciones de péptido bajas (0,1-1 µM). En estas 
condiciones, se necesitó una concentración de péptido 20 veces más alta para lograr en el 
medio aglomerado el mismo efecto inhibitorio observado en solución diluida. 
 
Figura 42. Inhibición de la infectividad de VFA por el péptido A19 en ausencia o presencia de 
un agente de aglomeración macromolecular. La relación partícula vírica:receptor es 104 veces 
más elevada en el panel (b) que en el (a). Barras blancas: ausencia de Ficoll 70; barras negras: 
presencia de Ficoll 70 a 100 g/L. Los valores en los paneles (a) y (b), representan respectivamente 
el promedio de 9 o 4 mediciones obtenidas en tres o dos experimentos independientes. Se indican 
las desviaciones estándar. 
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Figura 43. Inhibición de la infectividad de VFA por el péptido A15 (a) o el conjugado A19-
KLH (b) en ausencia o presencia de un agente de aglomeración macromolecular. Se utilizó la 
misma relación partícula vírica:receptor del experimento de la Figura 42a. Símbolos blancos: 
ausencia de Ficoll 70; símbolos negros: presencia de Ficoll 70 a 100 g/L. Los valores en los 
paneles (a) y (b) corresponden al promedio de tres experimentos independientes, cada uno por 
duplicado (a) o triplicado (b). Se indican las desviaciones estándar.  
 
Para confirmar que la reducción en la actividad inhibitoria del péptido a una relación 
alta partícula vírica:receptor se debe realmente a la presencia del agente aglomerante, se 
realizó un ensayo dosis-respuesta, utilizando diferentes concentraciones de Ficoll 70 (0, 
50, 100 y 200 g/L). Como se esperaba, se observó una dependencia inversa en la 
concentración del Ficoll con respecto a la actividad inhibitoria del péptido, tanto a bajas 
concentraciones de péptido (1 µM) como a mayores concentraciones (10 µM) (Figura 44). 
Por ejemplo, en ausencia de Ficoll, una concentración de péptido de 1 µM redujo un 25% 
la infectividad del virus. En presencia de Ficoll a 50 g/L la inhibición se mantuvo en un 
25%, a 100 g/L se redujo a un 5% y a 200 g/L el péptido no presentó actividad inhibitoria 
alguna.  
En resumen, los resultados obtenidos en esta sexta y última parte de nuestro estudio 
demuestran experimentalmente, aunque de modo dependiente de las condiciones 
utilizadas, una importante predicción realizada por la teoría de aglomeración 
macromolecular: la aglomeración molecular reduce la actividad inhibitoria de pequeñas 
moléculas (como un péptido sintético) sobre un proceso de reconocimiento 
macromolecular (como una interacción virus-receptor celular). En nuestro laboratorio 
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hemos confirmado doblemente esta predicción, utilizando además del modelo aquí 
descrito, un modelo de inhibición del ensamblaje de la cápsida de VIH-1 por un péptido 
sintético (Rincón et al., 2011; ver Discusión). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Inhibición de la infectividad de VFA por el péptido A19 en ausencia o presencia de 
diferentes concentraciones de un agente de aglomeración macromolecular. Se utilizó la misma 
relación partícula vírica:receptor del experimento de la Figura 42b. El experimento se realizó en 
ausencia de Ficoll 70 (círculos negros), o en presencia de 50 g/L (cuadrados), 100 g/L (diamantes) 
o 200 g/L (triángulos) de Ficoll 70. Los valores corresponden al promedio de dos experimentos 
independientes, cada uno por duplicado. Se indican las desviaciones estándar.  
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1. Repulsiones electrostáticas entre pentámeros contribuyen a la 
inestabilidad del virión de VFA 
 
La investigación del mecanismo de acción de la mutación A2065H en el virión de 
VFA nos ha llevado a descubrir la existencia de repulsiones electrostáticas entre los 
pentámeros que forman la cápsida de este virus. Nuestro propósito al introducir esta 
mutación fue estabilizar el virión mediante una alteración en el potencial electrostático de 
la cápsida que aumentara la atracción entre pentámeros. Es importante resaltar en primer 
lugar que nuestros resultados demuestran que A2065H no sólo estabiliza el virión, sino 
también la cápsida vacía, por lo que su efecto tiene que ver con la estructura de la cápsida, 
y no con las interacciones entre ésta y el ARN. El aumento de fuerza iónica, que apantalla 
las cargas, eliminó como se había predicho el efecto estabilizante de A2065H, lo que 
sugiere que, como se esperaba, esta mutación aumenta la atracción electrostática neta entre 
pentámeros. Sin embargo, el aumento de fuerza iónica no desestabilizó el virión mutante, 
sino que estabilizó el virión parental. Por tanto, el aumento en la atracción electrostática 
neta entre pentámeros en A2065H no parecía estar causado por el establecimiento de 
nuevas interacciones atractivas entre residuos con cargas de distinto signo pertenecientes a 
pentámeros vecinos, sino por una reducción de una repulsión electrostática entre residuos 
con cargas del mismo signo, que ocurre incluso a pH neutro (fisiológico).  
La introducción de la mutación A2065H introduce un grupo imidazol cargado 
positivamente en un residuo expuesto al solvente y con la cadena lateral orientada hacia el 
exterior, por lo que es muy probable que no cause ningún tipo de reordenamiento 
conformacional en la cápsida. Por lo tanto, propusimos la hipótesis de que su efecto 
estabilizante se debe a que la carga positiva introducida reduce las repulsiones 
culombianas entre algunos carboxilatos cercanos a la posición 2065 y a las interfases entre 
pentámeros. La eliminación individual en el virión parental C-S8c1 de 9 carboxilatos 
cercanos a A2065 (por protómero), mediante mutación isostérica, reveló que cada una de 
las 4 mutaciones D2068N, E2086Q, D3134N y D3195N aumenta considerablemente la 
estabilidad térmica de VFA frente a la disociación en pentámeros, en comparación con el 
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virus parental. La eliminación simultánea de dos de estos 4 carboxilatos no resultó en 
ningún caso más estabilizante que la eliminación de sólo uno de ellos. Esto es consistente 
con la idea de que basta la eliminación de un único carboxilato por protómero para 
eliminar casi completamente la repulsión electrostática entre pentámeros que desestabiliza 
el virión, aunque varios carboxilatos están implicados en la misma. Los carboxilatos de 
estos 4 residuos son precisamente los que se encuentran expuestos al solvente en la 
superficie del virión, lo que es consistente con la idea de que el efecto estabilizante de la 
eliminación de la carga de los carboxilatos (con un mínimo cambio adicional en la 
estructura química) se debe esencialmente a la eliminación de repulsiones electrostáticas, y 
no a otros efectos. Por el contrario, los carboxilatos cercanos cuya sustitución no aumentó, 
o incluso disminuyó la estabilidad, presentan su cadena lateral enterrada en la cápsida, por 
lo que los efectos diversos de su mutación se deben seguramente a una combinación de 
factores estéricos e interacciones perdidas o ganadas.  
Estos resultados indican que en el virión de VFA existe una repulsión electrostática 
entre pentámeros en la que están implicados al menos los carboxilatos de D2068, E2086, 
D3134 y D3195. La eliminación de cualquiera de ellos reduce esta repulsión entre 
pentámeros, al igual que lo hace la fuerza iónica elevada (por apantallamiento de cargas) o 
la mutación A2065H. La estabilización causada por la mutación A2065H parece deberse a 
la neutralización de alguna(s) de estas cargas. Si el efecto estabilizante de la mutación se 
debiera a otra causa y mantuviera las repulsiones electrostáticas entre pentámeros debidas 
a los carboxilatos, sería de esperar que el aumento de fuerza iónica aumentara aún más la 
estabilidad de A2065H, cosa que no ocurrió. 
Estas observaciones se suman a las realizadas con algunos otros virus, estructural y 
funcionalmente muy diferentes de VFA. Observaciones pioneras de Caspar sugirieron la 
existencia de repulsión entre carboxilatos en la cápsida del virus del mosaico del tabaco 
(TMV), que también se propusieron para algún otro virus de plantas (Caspar, 1963; 
Bancroft, 1970; Wang et al., 1998). Posteriores estudios con TMV (Culver et al. 1995) 
demostraron que las repulsiones electrostáticas entre Glu50 y Asp77 en la cápsida de TMV 
favorecen significativamente el desensamblaje del virión. La substitución de estos pares de 
carboxilatos en las interfases entre subunidades de la cápsida por las correspondientes 
amidas estabilizaron la asociación proteína-proteína. Lu et al., (1996) confirmaron de igual 
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manera que otras mutaciones que eliminaban carboxilatos inhibían significativamente el 
desensamblaje de TMV. 
Nuestro grupo de investigación ha demostrado, mediante un análisis termodinámico 
riguroso utilizando ciclos de doble mutante, la existencia de repulsiones electrostáticas en 
la cápsida de VIH-1. Encontramos, en concreto, que la baja afinidad de dimerización del 
dominio C-terminal (CTD) de la proteína de la cápsida (CA) de VIH-1 se debe a 
repulsiones electrostáticas entre los dos monómeros, entre ellas la repulsión entre los 
carboxilatos de E180 de cada subunidad. Estas repulsiones están conservadas en diversos 
aislados de VIH (del Álamo et al., 2003; del Álamo y Mateu, 2005). De forma similar a lo 
observado con CTD, se ha propuesto la existencia de repulsiones electrostáticas entre 
dominios N-terminales (NTD) de CA de VIH-1 (Douglas et al.,  2004). El conjunto de 
estos y otros resultados revela que la inestabilidad de la cápsida de VIH-1 y virus 
relacionados se debe, en parte, a repulsiones electrostáticas evolutivamente conservadas 
(revisado en Mateu, 2009).  
Por lo tanto, la existencia de repulsiones electrostáticas entre subunidades de la 
cápsida incluso a pH neutro (fisiológico) puede ser un fenómeno muy general en virus. El 
establecimiento de estas repulsiones constituye probablemente una ventaja adaptativa 
porque acerca la estructura de la cápsida a un nivel de estabilidad cercano al punto de 
desensamblaje o cambio conformacional relacionado con desencapsidación. Es decir, estas 
repulsiones electrostáticas constituirían, en virus como VFA y otros, un método de “ajuste 
fino” de la estabilidad basal del virión. Una vez un virión, como por ejemplo VFA, ha sido 
evolutivamente “ajustado” mediante la introducción de repulsiones electrostáticas a un 
nivel de estabilidad suficientemente bajo, existirán muchas opciones para aportar la 
pequeña energía adicional requerida para la liberación del material genético. En el caso de 
VFA, los resultados indican que la liberación del ARN vírico en la célula infectada ocurre 
mediante una ligera acidificación en el endosoma (numeral 1.3.3). El descubrimiento de 
estas repulsiones electrostáticas en viriones diversos suministra un blanco muy atractivo 
para el diseño de antivirales, y para la estabilización mediante ingeniería de proteínas de 
diversos tipos de partículas víricas con fines nanotecnológicos o biotecnológicos, 
incluyendo el diseño de vacunas (numeral 5.3). 
En conclusión, nuestra investigación del mecanismo molecular de la 
termoestabilización del virión de VFA mediante la mutación A2065H i) reveló la 
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existencia de repulsiones electrostáticas entre carboxilatos en la cápsida de VFA incluso a 
pH neutro; ii) permitió explicar el efecto de A2065H mediante la neutralización de la carga 
de algunos de esos carboxilatos y la reducción de la repulsión electrostática entre 
pentámeros; y iii) nos llevó a una estrategia racional exitosa de estabilización del virión de 
VFA mediante eliminación de ciertos carboxilatos por mutación isostérica.  
El mecanismo molecular por el que la doble mutación D3069E/T2188A estabiliza 
VFA frente a su disociación térmica no ha sido investigado en detalle aún. Es importante 
resaltar que nuestros resultados demuestran que esta doble mutación, como A2065H, no 
sólo estabiliza el virión, sino también la cápsida vacía, por lo que su efecto es igualmente  
intrínseco de la estructura de la cápsida. También debe resaltarse nuestra observación de 
que el aumento de fuerza iónica aumenta la termoestabilidad de VFA parental (en el que 
hemos demostrado que existen repulsiones electrostáticas entre carboxilatos), pero no la de 
D3069E/T2188A. Si la doble mutación generara nuevas interacciones no covalentes (no 
iónicas) entre pentámeros que aumentaran la estabilidad neta, pero manteniendo las 
repulsiones electrostáticas entre pentámeros, sería de esperar que el aumento de fuerza 
iónica aumentara aún más la estabilidad de D3069E/T2188A, cosa que no ocurrió. Una 
posibilidad consistente con los datos disponibles es que la doble mutación introduzca 
nuevas interacciones iónicas atractivas entre pentámeros (idea que de hecho llevó al diseño 
del mutante D3069E). Estas interacciones atractivas introducidas compensarían 
aproximadamente (sin eliminar) las repulsiones naturalmente presentes en VFA. En tal 
caso, el aumento de fuerza iónica anularía tanto las interacciones atractivas adicionales en 
D3069E/T2188A como las repulsiones en este mutante y en el virión parental, y ambos 
viriones presentarían la misma termoestabilidad, como hemos observado.  
Los nuevos resultados son, por tanto consistentes con el diseño original de este 
mutante, basado en la posibilidad de que la mutación D3069E aumente la atracción 
electrostática con K2198 del pentámero vecino, al acercar el carboxilato a la amina. Esta 
mutación por sí misma compromete la viabilidad del virus, tal vez dificultando en exceso 
la desencapsidación. Sin embargo, la mutación secundaria T2188A, que en sí misma no 
afecta a la estabilidad, se encuentra a menos de 15 Å de 3069 y de la interfase 
interprotómero. Por tanto, podría facilitar un reordenamiento conformacional de esta 
región de la interfase entre pentámeros, que provocaría la ruptura de algunas interacciones 
interpentaméricas, disminuyendo el efecto excesivamente estabilizante de la mutación 
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D3069E. La posibilidad de un reordenamiento conformacional causado por la mutación 
T2188A en presencia de D3069E viene apoyada por nuestra observación de que el triple 
mutante A2065H/D3069E/T2188A no es más estable que el virión parental. Es decir, que 
en presencia de D3069E/T2188A, A2065H no ejerce ningún efecto estabilizante. Esto 
podría explicarse si el putativo cambio conformacional causado por D3069E/T2188A 
alejara H2065 de los carboxilatos vecinos (cuya carga neutraliza en ausencia de las 
mutaciones D3069E/T2188A).  Esta hipótesis queda, sin embargo, por investigar. 
 
5.2. Mutaciones compensatorias en las interfases entre pentámeros y su 
relación con estabilidad de la cápsida de VFA 
 
Nuestra investigación del mecanismo de acción de mutaciones compensatorias en las 
interfases entre pentámeros en el virión de VFA se centró en la mutación letal primaria 
H3141A y la mutación secundaria compensatoria N2019H. La mutación N2019H ocurre 
en un “hot spot” de compensación y restaura la viabilidad perdida a causa de diferentes 
mutaciones primarias localizadas alrededor de 2019. La mayoría de estas mutaciones 
primarias, incluyendo H3141A, eliminan una carga positiva cercana a la interfase, y la 
mutación compensatoria N2019H reintroduce una carga positiva cerca de donde estaba la 
original. Además, el residuo H3141 ha sido implicado en la desestabilización del virión a 
pH ácido. Por tanto, existía la posibilidad de que cambios en el potencial electrostático y el 
establecimiento de nuevas atracciones o repulsiones electrostáticas entre pentámeros 
(objeto continuado de estudio en esta tesis), estuvieran implicados en la pérdida de 
viabilidad a causa de la mutación H3141A, y su restauración mediante la mutación 
N2019H.  
Razonando mediante analogía con nuestras observaciones sobre el efecto 
estabilizante de la mutación A2065H, nuestra hipótesis fue que la mutación letal H3141A 
podría estabilizar en exceso las interacciones entre pentámeros, por ejemplo eliminando 
interacciones repulsivas con otros residuos vecinos cargados positivamente. La mutación 
compensatoria restauraría la carga positiva local perdida, restaurando la menor estabilidad 
del virión no mutado en un contexto genético diferente, pero electrostáticamente similar.  
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Hasta el momento, la enorme dificultad de obtener cantidades suficientes de cápsidas 
vacías recombinantes de VFA razonablemente purificadas ha impedido cualquier estudio 
estructura-función de la cápsida de este virus que implique mutaciones letales. Por ello, 
dedicamos un gran esfuerzo a la obtención y purificación de cápsidas vacías 
recombinantes, con la ayuda de los Dres. E. Martínez-Salas y G. Belsham.  En nuestro 
conocimiento, el estudio de los efectos de las mutaciones compensatorias H3141A y 
N2019H que hemos iniciado en esta tesis es el primer estudio estructura-función en la 
cápsida de VFA que implica una mutación letal, y abre el camino a muchos otros estudios 
de este género en este virus.  
Nuestros resultados con cápsidas vacías mutantes (aun pendientes de confirmación) 
indican que H3141A aumenta sustancialmente, como habíamos propuesto, la 
termoestabilidad de la cápsida de VFA frente a la disociación a pentámeros. Sin embargo, 
contrariamente a lo que postulamos, la mutación N2019H en presencia de la mutación 
H3141A no restableció la menor estabilidad de la cápsida parental, sino que aumentó aún 
más la termoestabilidad de la cápsida frente a la disociación. Este efecto estabilizante de 
N2019H no depende de la presencia de la mutación H3141A, ya que el mutante sencillo 
N2019H resultó también ser mucho más estable que la cápsida parental y la mutante 
H3141A. Una posibilidad para explicar el efecto estabilizante de N2019H es que  
neutralice la carga negativa más próxima, la del carboxilato de E2059 del mismo 
protómero, que se encontraría a menos de 4 Å de H2019. Esto reduciría una posible 
repulsión electrostática entre E2059 y otros residuos cercanos y cargados negativamente 
pertenecientes al pentámero vecino, por ejemplo con D2106 y otros residuos que se 
encuentran a unos 12 Å de E2059. Esta posibilidad queda por investigar.    
En cualquier caso, los resultados obtenidos no son consistentes con nuestra hipótesis 
de que N2019H restaura la viabilidad perdida a causa de la mutación H3141A mediante la 
restauración de la menor estabilidad de la cápsida no mutada. Nuestros resultados indican, 
en cambio, que el mecanismo de compensación está relacionado con el efecto de estas 
mutaciones sobre el ensamblaje de la cápsida. Encontramos que H3141A interfiere con el 
correcto ensamblaje de la cápsida, reduciendo severamente la cantidad de cápsidas 
producidas, y que la mutación compensatoria N2019H en el doble mutante 
H3141A/N2019H restaura el ensamblaje normal de la cápsida. Este punto debe aún ser 
confirmado mediante experimentos adicionales.  
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Es además importante resaltar aquí que se ha postulado que H3141 y H3144 juegan 
un papel importante en el desensamblaje de la cápsida de VFA a pH ácido (Acharya et al., 
1989; Curry et al., 1995; Twomey et al, 1995; van Vlijmen et al., 1998; Ellard et al., 1999; 
numeral 1.3.3.). En los endosomas de las células infectadas, el pH ácido conduciría a la 
protonación más permanente de estas histidinas cerca de las interfases entre subunidades 
pentaméricas que aumentarían su repulsión electrostática con el dipolo de una hélice ! y/o 
con otros residuos cargados positivamente situada en el pentámero vecino, facilitando la 
disociación de la cápsida. Será por tanto, interesante comprobar el efecto sobre la 
estabilidad de la cápsida de las mutaciones H3141A, N2019H y H3141A/N2019H en 
función del pH, en vez de exclusivamente a pH neutro como hemos hecho en nuestros 
estudios iniciales.  
A este respecto, cabe mencionar que el grupo del Prof. Sobrino ha demostrado que la 
mutación N1017D en la cápsida de VFA C-S8c1 es responsable de la mayor resistencia de 
variantes naturales de VFA frente a la inactivación a pH ácido (Martín-Acebes et al., 
2011). Nosotros hemos comprobado, en colaboración con ese grupo, que esta misma 
mutación es responsable de una mayor resistencia del virión frente a la disociación en 
pentámeros dependiente de pH. Por tanto, es posible que el efecto estabilizante a pH ácido 
de la mutación N1017D se deba a que la introducción de la carga negativa adicional 
neutraliza la carga positiva de H3144 (espacialmente próxima) (Martín-Acebes et al., 
2011). Esta posibilidad queda también para ser investigada. 
 
5.3. Estabilización de partículas de VFA para el desarrollo de nuevas 
vacunas contra la fiebre aftosa  
 
5.3.1. Vacunas basadas en viriones termoestables inactivados químicamente 
 
Los estudios abordados en esta tesis han revelado una estrategia racional para 
obtener viriones y cápsidas de VFA más estables.  Esta estrategia se basa en la eliminación 
de interacciones electrostáticas repulsivas entre los pentámeros que forman la cápsida, 
mediante neutralización de su carga a través de la introducción de un residuo de carga 
opuesta (A2065H) o mediante mutación de alguno de los residuos implicados (D2068N, 
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E2086Q, D3134N, D3195N). Además, nuestros estudios sobre el mecanismo de actuación 
de mutaciones compensatorias que implican, igualmente, la eliminación o reintroducción 
de cargas cerca de las interfases entre pentámeros nos permitieron identificar otras 
mutaciones estabilizantes (H3141A, N2019H, H3141A/N2019H).  
En total, en esta tesis doctoral hemos obtenido, mediante ingeniería de proteínas 
racional, seis variantes de VFA C-S8c1 (D2068N, E2086Q, D3134N, D3195N, N2019H, 
H3141A/N2019H) que mantienen una infectividad similar a la del virus parental, pero que 
son sustancialmente, o incluso dramáticamente,  más estables que el parental frente  a la 
disociación inducida por calor. Estos variantes se suman a otros dos variantes de 
infectividad similar a C-S8c1 (A2065H y D3069E/T2188A; Mateo et al., 2008) para los 
que hemos confirmado que son igualmente mucho más estables que C-S8c1. La mayor 
termoestabilidad de la mayoría de estos 8 variantes termoestables de VFA se ha 
conseguido mediante modificación del potencial electrostático de la cápsida a través de 
sustituciones sencillas de aminoácidos.  
El desarrollo de una vacuna contra la fiebre aftosa basada, como las actuales, en 
virus inactivado, pero menos dependiente de una estricta cadena de frio podría basarse en 
la utilización de alguno de estos variantes termoestables, u otros realizados siguiendo el 
mismo abordaje. Naturalmente, para el desarrollo práctico de tales vacunas termoestables 
sería necesario realizar una serie de análisis y procedimientos, algunos de los cuales se 
mencionarán a continuación. Algunos de los análisis más básicos (puntos 1 a 4) los hemos 
realizado y detallado en estudios previos (Mateo et al., 2008; Luna, 2010) o como parte de 
esta tesis, utilizando como ejemplo VFA termoestables A2065H y D3069E/T2188A, con 
resultados plenamente positivos. Los requisitos que deben cumplir estos viriones 
modificados para un posible uso vacunal incluyen: 
1-Velocidad de replicación y producción de progenie similares a las de cepas 
vacunales en uso, necesarias para la producción a gran escala de vacunas.  
2- Estabilidad genética durante la amplificación masiva del virus en cultivo, 
asimismo necesaria para la producción a gran escala sin que se pierda la mutación 
estabilizante. 
3- Facilidad de inactivación mediante reactivos normalmente utilizados (como BEI) 
igual o superior a la de cepas vacunales, para no aumentar el riesgo de producir lotes de 
vacuna que contengan viriones infecciosos.  
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4- Antigenicidad indistinguible de la de la cepa vacunal de la que derivan los 
variantes termoestables, tanto antes como después del tratamiento inactivante.  
5- Inmunogenicidad de la vacuna en animales hospedadores (vacas, cerdos) 
igualmente indistinguible de la de la cepa vacunal de la que derivan. En variantes 
termoestables que hemos analizado no hay diferencias de antigenicidad con la cepa 
vacunal, y únicamente se introduce un cambio de aminoácido, lo que es un buen principio 
para suponer que tampoco habrá ninguna diferencia de inmunogenicidad. No obstante, este 
es por supuesto un punto crucial que deberá ser comprobado.  
6- Termoestabilidad de la vacuna en condiciones de almacenamiento y uso reales. 
Igualmente, la sustancialmente mayor estabilidad de los variantes construidos a 42ºC (y, en 
el caso de A2065H y D3069E/T2188A al menos, también a 4ºC) y el hecho de que 
únicamente contienen un cambio de aminoácido, hace suponer que serán también más 
estables una vez preparados en forma de vacuna. Pero este es otro punto crucial que  
deberá ser comprobado. 
7- Validez de al menos una de las 8 mutaciones termoestabilizantes identificadas 
sobre una cepa vacunal prototipo de serotipo C en el contexto genético de la cepa (o cepas) 
vacunales que deban utilizarse en función de los virus circulantes en un determinado 
momento y país. En este sentido, cabe destacar que la mayoría de las mutaciones 
responsables del incremento de termoestabilidad implican residuos y se encuentran en 
regiones  muy conservadas dentro de un serotipo e incluso entre serotipos de VFA.  Por lo 
tanto,  es esperable que al menos alguna de ellas sirva para estabilizar diferentes cepas 
vacunales, incluso de diferentes serotipos. No obstante, de nuevo este es otro punto que 
deberá ser comprobado caso por caso.  
8- Estrategia adecuada y suficientemente sencilla para introducir la mutación o 
mutaciones termoestabilizantes en la cepa vacunal adecuada, en función de los virus 
circulantes. Este puede ser un punto a considerar muy cuidadosamente para el desarrollo 
real de una vacuna termoestable basada en virus inactivado químicamente. Evidentemente, 
la introducción de una mutación estabilizante en la actual o en una nueva cepa vacunal 
debe hacerse sobre el clon infeccioso. Por tanto, el desarrollo de una vacuna termoestable 
requerirá la construcción de un clon infeccioso del virus circulante o de uno 
antigénicamente similar al mismo. Esto puede ser relativamente asequible sin un esfuerzo 
adicional muy grande con respecto a lo que hoy conlleva la actualización de una vacuna 
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contra la fiebre aftosa. Este proceso requiere actualmente identificar el o los virus 
circulantes frente a los que se quiere proteger y realizar ensayos de protección con la cepa 
vacunal actual del mismo serotipo. Si ésta no es efectiva, alguno de los virus circulantes 
debe adaptarse para su crecimiento en cultivo para producir la nueva vacuna. La nueva 
cepa vacunal y la nueva vacuna deben, necesariamente, someterse a varios de los análisis 
mencionados los puntos anteriores. 
Se dispone de clones infecciosos de diferentes serotipos, y se conocen bien las 
limitadas regiones antigénicas en la cápsida de VFA (Mateu, 1995). Para obtener un clon 
infeccioso que produjera viriones con la misma antigenicidad e inmunogenicidad que el 
virus circulante, podría ser suficiente introducir en el clon infeccioso prototipo del mismo 
serotipo que la cepa vacunal (ya disponible) las modificaciones genéticas necesarias para 
conferir una especificidad antigénica similar a la de la cepa circulante. Para ello, dada la 
gran similitud estructural de variantes de VFA incluso de diferente serotipos, podría bastar 
con subclonar algunos segmentos de las proteínas de la cápsida del virus circulante 
(correspondientes a los sitios antigénicos) en el clon infeccioso disponible. Este abordaje 
se ha utilizado en el laboratorio, por ejemplo, para cambiar la especificidad antigénica de 
proteínas de la envuelta del virus de la gripe, o un sitio inmunodominante de VFA. En el 
mismo proceso se introducirían mediante mutagénesis dirigida la mutación (o mutaciones) 
termoestabilizantes, y quizá alguna otra mutación adecuada para refinar la 
inmunogenicidad, o mejorar alguna otra propiedad de la cepa vacunal final. Además, la 
actualización de la vacuna para un serotipo circulante en un determinado país se lleva a 
cabo muy infrecuentemente, lo que hace aún menos significativo ese esfuerzo adicional 
para el desarrollo completo de la nueva vacuna.   
En resumen, consideramos que, una vez identificadas mutaciones 
termoestabilizantes, como hemos realizado en nuestro estudio, la termoestabilización de 
una nueva cepa vacunal de VFA es un proceso perfectamente realizable y asumible. La 
introducción de esta nueva etapa en el proceso de producción de la vacuna no encarecería 
ni ralentizaría significativamente el proceso completo, ni debería aumentar apenas el 
precio de la vacuna.  
A pesar de su similar coste de producción, la utilización de vacunas contra la FA 
basadas en estos viriones de mayor termoestabilidad admitiría una cierta relajación en la 
cadena de frío. Muy especialmente, consentiría las inevitables rupturas parciales de la 
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misma sin que ocurra una reducción dramática de la inmunogenicidad de la vacuna y la 
aparición de brotes de enfermedad en animales vacunados con vacunas estropeadas por el 
calor. Incluso sin fallos en la cadena de frío, la disminución en la cantidad de viriones 
disociados en la vacuna mantendría una óptima inmunogenicidad de la misma hasta su 
aplicación en el campo. Otra potencial ventaja potencial sería, tal vez, la reducción de la 
posibilidad de que en animales que entren en contacto con el virus se establezca una 
infección persistente inaparente y actúen de reservorio para el virus (Hedge et al., 2009). 
En conjunto, la utilización de vacunas contra la fiebre aftosa basadas en viriones 
termoestables puede producir un beneficio económico y social muy considerable, 
especialmente en países donde esta enfermedad es enzoótica.  
Nuestros estudios sobre termoestabilización de VFA mediante métodos genéticos 
para el desarrollo de nuevas vacunas menos dependientes de una cadena de frio se 
iniciaron hace varios años (Mateo et al., 2003, 2008) y se han continuado y ampliado 
grandemente en esta tesis. Hedge et al. (2009) ha hecho una referencia detallada a la 
importancia práctica de nuestros resultados (publicados para los variantes A2065H y 
D3069E/T2188A; Mateo et al., 2008). Más recientemente, en el último informe (2011) del 
consorcio Gobal Foot and Mouth Disease Research Alliance, del que formamos parte, 
otros grupos expertos en fiebre aftosa reconocen explícitamente la importancia aplicada de 
estudios encaminados a la termoestabilización genética de VFA con fines vacunales, y 
mencionan que ellos han iniciado actualmente este tipo de estudios. 
 
5.3.2. Vacunas basadas en cápsidas vacías de suficiente termoestabilidad 
 
Con respecto a las vacunas actuales basadas en viriones inactivados químicamente, 
las vacunas basadas cápsidas vacías presentarían la gran ventaja de evitar la manipulación 
de material infeccioso, asegurando al mismo tiempo la inmunización eficaz del animal por 
ser antigénicamente indistinguibles del virión (Curry et al., 1995, 1997). Como ya hemos 
mencionado, se han utilizado varios sistemas de expresión para producir cápsidas vacías de 
VFA. Sin embargo, todos estos métodos han logrado, en los mejores casos, rendimientos 
muy bajos en comparación a los que se requerirían para la producción de una vacuna a 
gran escala (Roosien et al., 1990; Lewis et al., 1991; Abrams et al , 1995; Mayr et al., 
1999; Li et al, 2008; Cao et al, 2009). Adicionalmente, se ha aportado evidencia que indica 
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que las cápsidas vacías son aún menos estables que los viriones, a causa de la ausencia del 
ARN (Curry et al., 1997); esta observación puede explicar la baja inmunogenicidad 
obtenida en los escasos ensayos realizados con cápsidas vacías de VFA.  
Los resultados que hemos obtenido demuestran que mutaciones como A2065H y 
D3069E/T2188A que estabilizan el virión, estabilizan también la cápsida vacía de VFA. 
Además, hemos obtenido directamente cápsidas vacías variantes (en especial N2019H y 
H3141A/N2019H) que, en experimentos iniciales, revelan ser mucho más estables frente a 
la disociación térmica que la cápsida parental (C-S8c1). Estos resultados muy 
prometedores indican que, caso que se puedan resolver los problemas de baja expresión de 
cápsidas vacías de VFA, se podrían utilizar cápsidas como las que hemos obtenido en este 
trabajo para desarrollar una nueva vacuna mejorada para VFA, carente de riesgos de 
infección y, sin embargo, adecuadamente inmunogénica y termoestable.  
 
5.4. Comparación de las diferentes interfases entre las subunidades de la 
cápsida de  VFA 
 
Nuestro análisis mutacional de las interfases entre protómeros dentro de un mismo 
pentámero en la cápsida de VFA revela diferencias funcionales muy importantes con las 
interfases entre pentámeros, analizadas previamente por nuestro grupo (Mateo et al., 
2003).  Estas diferencias pueden, en buena parte, constituir un reflejo de las diferencias 
estructurales y de la participación de los dos tipos de interfases en diferentes etapas del 
proceso de ensamblaje de la cápsida.  
La interfase entre pentámeros está, en su gran mayoría, compuesta por residuos 
polares y constituye una interfase proteína-proteína atípica. Algunas otras interfases entre 
subunidades en la cápsida de otros virus presentan igualmente una naturaleza 
esencialmente polar. Un ejemplo destacable son las interfases NTD-NTD y NTD-CTD en 
la cápsida madura de VIH-1. Estas interfases presentan una afinidad de asociación 
extraordinariamente baja. La relativa facilidad de disociación de los pentámeros en la 
cápsida de VFA indica que la afinidad entre ellos es, igualmente, baja. En esta situación de 
muy baja afinidad, es razonable esperar que la mutación de cualquier residuo implicado en 
interacciones entre pentámeros, incluso si éstas son relativamente débiles, pueda por sí sola 
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impedir el ensamblaje entre pentámeros o facilitar su disociación. Esta posibilidad es 
consistente con los resultados obtenidos en nuestro grupo mediante alanine scanning 
exhaustivo de estas interfases. Estos resultados demostraron que la mayor parte de los 
residuos en las mismas son individualmente necesarias para la infectividad del virión, 
posiblemente debido, al menos en parte, a su papel en el ensamblaje y/o el mantenimiento 
de la integridad de la cápsida (Mateo et al., 2003; Mateo, 2004). La posibilidad de analizar 
los efectos de estas mutaciones, incluso las letales, en el ensamblaje y estabilidad  la 
cápsida vacía, gracias a parte del trabajo realizado en esta tesis, permitirá confirmar este 
último punto.  
En marcado contraste con la interfase entre pentámeros, la interfase entre protómeros 
del mismo pentámero implica (por protómero) el doble de residuos que la primera. 
Además, la interfase entre protómeros presenta una parte interna formada esencialmente 
por residuos hidrofóbicos, que constituyen más del 50% de los residuos interfásicos. En 
este aspecto, aunque muy alargada debido a la arquitectura de la cápsida, esta interfase se 
asemeja a muchas interfases proteína-proteína en oligómeros celulares. La presencia de un 
“núcleo” hidrofóbico en la interfase entre protómeros que forman un pentámero y la gran 
estabilidad relativa de estos indican una afinidad de asociación entre protómeros muy 
superior a la afinidad de asociación entre pentámeros. Estas observaciones son igualmente 
consistentes con el mecanismo propuesto para el ensamblaje jerárquico de la cápsida de 
picornavirus.   
La disección molecular mediante alanine scanning de las interfases entre protómeros 
del mismo pentámero realizada en esta tesis incluyó la gran mayoría de los residuos 
implicados en interacciones que presumiblemente pueden tener una contribución 
relativamente importante a la asociación. A pesar de ello, únicamente la eliminación de 
aproximadamente un 20% de los cadenas laterales analizadas redujo drásticamente la 
infectividad del virión. Por tanto, sólo este 20% de estas cadenas laterales, o menos, tiene 
un papel individualmente importante para el ensamblaje del virión, o cualquier otra etapa 
del ciclo vírico. Además, no se encontró ninguna correlación entre la fuerza presumible de 
las interacciones en que una cadena lateral en estas interfases está implicada, y la 
reducción de la infectividad. Finalmente, la mayoría de las escasas mutaciones que 
redujeron fuertemente la infectividad impidieron la formación de protómeros no 
procesados. Por tanto, su efecto no se debe, probablemente, a la inhibición del ensamblaje 
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de los protómeros en pentámeros ni tampoco a la maduración de los protómeros, sino a un 
defecto en una etapa anterior del ciclo vírico.  
En los experimentos que revelaron que estos mutantes no llegan a formar protómeros 
no procesados el análisis se realizó a un tiempo suficientemente largo como para que 
hubiera reinfección. Tenemos previsto realizar este análisis a tiempos más cortos en el que 
esencialmente no haya tiempo a que ocurran reinfecciones. Puesto que el análisis se realiza 
mediante transfección, en caso de obtener en estos nuevos experimentos el mismo 
resultado (ausencia de protómeros inmaduros) se podría descartar que el efecto observado 
se deba a un problema en el reconocimiento del receptor, la entrada del virus en la célula, o 
el proceso de desencapsidación. En tal caso, todo apuntaría a que estas mutaciones podrían 
dificultar el plegamiento del protómero no procesado.  
Sea cual sea el caso, los resultados indican que en las interfases entre protómeros del 
mismo pentámero no hay esencialmente ningún residuo individualmente crítico para el 
ensamblaje del pentámero. Es decir, no existen “hot spots” energéticos en estas interfases. 
Por lo tanto, desde el punto de vista del ensamblaje de la cápsida, las interfases entre 
protómeros serían extremadamente tolerantes a la mutación. Esto no significa que ninguno 
de los residuos en estas interfases esté conservado. En efecto, aunque no estén implicados 
en el ensamblaje de los pentámeros, es un hecho que un 20% de estos residuos son críticos 
para la infectividad. Como cabría esperar, estos residuos están mucho más conservados en 
VFA que los residuos de las mismas interfases cuya mutación reduce sólo ligeramente o 
retrasa, o no tiene ningún efecto en absoluto, sobre la infectividad.  
 
5.5. La aglomeración macromolecular reduce la actividad de agentes 
antivirales 
  
En la parte final de esta tesis evaluamos experimentalmente una predicción de la 
teoría de aglomeración molecular, según la cual la capacidad inhibitoria de moléculas 
relativamente pequeñas sobre reacciones de asociación macromolecular se vería reducida 
en un entorno aglomerado como son los fluidos fisiológicos intra y extracelulares.  
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El sistema que utilizamos para verificar o desmentir experimentalmente esa 
predicción se basó en la inhibición de la asociación entre VFA y su receptor en la 
membrana de células hospedadoras por una pequeño péptido sintético. Se eligió al Ficoll-
70 como agente de aglomeración debido a su baja viscosidad, su tamaño comparable al de 
muchas proteínas, y su baja tendencia a interactuar específicamente con otros solutos, 
como las proteínas (Fodeke et al., 2010). Las concentraciones de Ficoll-70 utilizadas 
mimetizan in vitro el entorno aglomerado que origina una mezcla heterogénea de proteínas 
en los líquidos intercelulares de algunos tejidos donde ocurre el reconocimiento entre 
células hospedadoras y VFA. El uso de un único agente de aglomeración inerte excluye las 
complicaciones debidas a efectos adicionales que podrían darse si se utilizarán mezclas 
complejas de macromoléculas, permitiendo asignar a los efectos observados de exclusión 
de volumen exclusivamente a este agente (Ando y Skolnick, 2010).  
La teoría de exclusión de volumen proporciona un marco conceptual simplificado 
que puede resultar adecuado para el sistema experimental que hemos utilizado. Este marco 
conceptual fue desarrollado por Minton (1993), presentado con un ejemplo teórico (I en el 
artículo citado), y se resume a continuación adaptado a nuestro sistema:  
Si M (virión de VFA, peso molecular elevado, alrededor de 8 x 106 Da) se une a T 
(integrina) con una constante aparente de asociación en el equilibrio KMT, y si I (péptido, 
peso molecular bajo, alrededor de 2000 Da) se une a T con una constante aparente de 
asociación de equilibrio KIT, las relaciones entre KMT o KIT y las constantes verdaderas de 
equilibrio de asociación correspondientes K0MT o K0IT  son:  
KMT = KMT
o !M ,  
KIT = KIT
o !I ,  
donde !M  y !I son los coeficientes de actividad termodinámica (química) de M e I, 
respectivamente. Entonces, la relación entre la preferencia (P) de T por M res 
pecto a I será:  
KMT /KIT = (KMT
o !M ) /(KIT
o !I ) = PO (!M /!I ),  
Donde P0 es la preferencia de T por M relativa a I, en una solución diluida (ideal, en 
ausencia de agente de aglomeración), en la cual !M = !I = 1. En presencia de una elevada 
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concentración de una especie inerte C (actuando como agente de aglomeración, Ficoll en 
nuestro caso), el valor del coeficiente de actividad !X, dependerá, en parte, del tamaño del 
reactivo X respecto al tamaño de C. Cabe anotar que, el Ficoll es mayor que los 
inhibidores I utilizados. Además, si I es menor que M (como es nuestro caso de estudio), 
!M  aumentará más deprisa que !I con la concentración de C, porque el volumen disponible 
en esas condiciones es menor para M que para I. Entonces  !M /!I  será mayor que 1, y el 
valor de P mayor que P0, es decir, en un entorno aglomerado será mayor la preferencia de 
T por M que por I. 
De acuerdo con esta predicción teórica, muy recientemente se ha demostrado que 
pequeños ligandos químicos que se unen al ADN en su estructura cuádruple-G, y que de 
este modo inhiben la actividad de la telomerasa, son menos efectivos en condiciones de 
aglomeración macromolecular (Chen et al., 2009). Sin embargo, en nuestro conocimiento, 
hasta el momento no se había probado en ningún otro sistema celular o viral la predicción 
de que la aglomeración macromolecular presente en condiciones fisiológicas podría 
disminuir la actividad inhibitoria de pequeños compuestos. El principal resultado que 
obtuvimos en nuestro sistema VFA- receptor celular- péptido inhibidor es que, en 
determinadas condiciones experimentales, la aglomeración macromolecular reduce 
significativamente, como predice la teoría, la actividad inhibitoria del péptido antiviral. Sin 
embargo, este efecto ocurrió en presencia de una relación virus:receptor (V/R) celular 
elevada, pero no en una relación más baja. 
El análisis teórico anterior no proporciona una explicación para entender el por qué 
el efecto de aglomeración molecular sobre la actividad del péptido antiviral desaparece a la 
relación virus:receptor menor. Nosotros sugerimos que esto podría deberse a la presencia 
de un efecto adicional no identificado que compense el efecto de la aglomeración. El 
sistema que hemos utilizado es más complejo que el utilizado para el análisis teórico. Por 
ejemplo, el virus, a diferencia del péptido, podría interactuar con otras moléculas 
receptoras, o su internalización en la célula puede depender del número de receptores 
unidos al virus, que dependerán de la relación V/R. VFA se une a diferentes receptores con 
elevada afinidad, cosa que podría no ocurrir en el caso del péptido; podrían ocurrir  
diferentes reacciones de competición entre virus y péptido, no una sola, tal vez 
dependiendo de la relación V/R. Además, una colisión improductiva con los receptores 
podría alterar conformacionalmente las partículas virales y su infectividad; la frecuencia de 
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la colisión dependería de la relación V/R. Finalmente, los receptores están fijos en la 
membrana celular y no en solución (para un ejemplo de las predicciones de la teoría de 
aglomeración macromolecular en reacciones de asociación a las membranas celulares, ver 
Kim y Yethiraj (2010)). Debido a estas u otras razones, algunas de las simplificaciones 
teóricas realizadas podrían tener que revisarse en su aplicación a este sistema más 
complicado. Sin embargo, es importante resaltar que la reducción teórica prevista en la 
actividad inhibitoria de los péptidos en un entorno aglomerado ocurrió de hecho, aunque 
en este sistema fuera en forma dependiente de las condiciones.  
En vista de estos resultados, y para confirmar de modo más sólido y general esta 
predicción de la teoría de aglomeración molecular, Rebeca Bocanegra en nuestro 
laboratorio ha utilizado un sistema modelo completamente diferente. Este segundo sistema 
contempla la inhibición del ensamblaje in vitro de la cápsida madura de VIH-1 por un 
péptido antiviral. Los resultados mostraron claramente que la presencia de aglomeración 
macromolecular reduce considerablemente la actividad inhibidora de este péptido sobre el 
ensamblaje de la cápsida de VIH-1  (Bocanegra, 2011; Rincón et al., 2011), como predice 
la teoría de aglomeración macromolecular. 
Los resultados obtenidos podrían tener implicaciones prácticas en la búsqueda inicial 
de moléculas pequeñas dirigidas a inhibir el reconocimiento del virus por su receptor 
celular. La actividad inhibitoria de los candidatos antivirales in vivo podría ser menor que 
la esperada basándose en las evaluaciones iniciales llevadas a cabo en solución diluida in 
vitro o en cultivos de células ex vivo.  Por ejemplo, en los experimentos ex vivo dirigidos a 
evaluar la inhibición del reconocimiento del virus por la células huésped, la concentración 
de proteína total en el medio de cultivo celular, aún si está suplementado con un 5-10% de 
SFB, podría ser de #1 mg/ml o incluso menor, correspondiendo esencialmente a 
condiciones diluidas (de Rizzo et al., 1984). Estas concentraciones son aproximadamente 
de dos ordenes de magnitud inferiores a las que producen los efectos asociados a un 
entorno aglomerado in vivo. La adición de una elevada concentración de algún tipo de 
agente molecular en ensayos de cribado in vivo o ex vivo de candidatos antivirales 
potenciales podría contribuir a una mejor evaluación inicial de su actividad en condiciones 
de concentración macromolecular más similares a las que se encontrarán in vivo 
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6. CONCLUSIONES 
 
1.   Confirmamos que los viriones variantes D3069E/T2188A y A2065H de VFA son 
sustancialmente más estables frente a la disociación térmica que el virión parental. 
Estos viriones presentan cinéticas de producción similares y son antigénicamente 
indistinguibles del parental, tanto en su forma infecciosa como tras su inactivación con 
BEI. Estas y otras observaciones sugieren que estos variantes son buenos candidatos 
para el desarrollo de vacunas termoestables contra la fiebre aftosa. 
2.   En el virión de VFA existen repulsiones culombianas entre pentámeros incluso a pH 
neutro, en las que participan, al menos, los carboxilatos de D2068, E2086, D3134 y 
D3195.  
3.   La mutación A2065H estabiliza el virión de VFA actúa muy probablemente porque la 
carga positiva introducida neutraliza en parte alguna(s) de las cargas negativas 
causantes de la repulsión entre pentámeros.  
4.   El descubrimiento de la repulsión electrostática entre pentámeros en el virión de VFA a 
pH neutro ha permitido obtener mediante un abordaje enteramente racional basado en 
la ingeniería de proteínas cuatro nuevos variantes de VFA (D2068N, E2086Q, D3134N 
y D3195N) que presentan  una mayor termoestabilidad frente a la disociación en 
subunidades. Estos variantes resultan candidatos adicionales para el desarrollo de 
vacunas termoestables contra la fiebre aftosa.  
5.   Utilizando como ejemplo los variantes A2065H y D3069E/T2188A, se ha comprobado 
que mutaciones en la cápsida que estabilizan el virión de VFA estabilizan del mismo 
modo la cápsida vacía recombinante. Estos resultados resultan de interés para el 
desarrollo de nuevas vacunas contra la fiebre aftosa basadas en cápsidas vacías. 
6.   En experimentos iniciales se ha observado que la mutación letal H3141A en la interfase 
entre pentámeros en la cápsida VFA interfiere con el correcto ensamblaje de la cápsida. 
La mutación secundaria compensatoria N2019H, fijada en poblaciones de VFA en 
respuesta a la mutación letal H3141A, restaura el ensamblaje normal de la cápsida. Las 
cápsidas vacías H3141A y, especialmente, N2019H y H3141A/N2019H son  
notoriamente  más  estables frente a la disociación que la cápsida parental, 
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constituyendo candidatos adicionales para el desarrollo de vacunas termoestables 
contra la fiebre aftosa.  
7.   La disección molecular en las interfases entre las subunidades protoméricas que forman 
los pentámeros en el virión de VFA demuestra que, individualmente, la gran mayoría 
de las interacciones en la cápsida de VFA entre residuos pertenecientes a protómeros 
vecinos, son prescindibles durante el ensamblaje de la cápsida de VFA. Su eliminación 
no afectó sustancialmente a la infectividad del virus.   
8.   La actividad inhibitoria de una molécula pequeña (un péptido sintético) sobre un 
proceso de reconocimiento macromolecular (la interacción VFA-receptor celular) se 
reduce de modo significativo en un entorno macromolecularmente aglomerado, como 
había predicho un modelo teórico. Esta observación presenta consecuencias para el 
entendimiento de procesos de reconocimiento molecular en entornos fisiológicos y 
para el diseño de antivirales. 
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